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Resumen

La ataxia de Friedreich (FRDA; OMIM 229300) es una enfermedad neurodegenerativa
rara autosomica recesiva, caracterizada por la pérdida de los nervios sensitivos
periféricos y del cerebelo, que generan alteracion de la marcha, el lenguaje y los reflejos
de los miembros inferiores. Ademas, algunos pacientes presentan otras enfermedades
concomitantes como son la diabetes tipo 2, la escoliosis y cardiomiopatia hipertrofica.
En la mayoria de los casos, la enfermedad esta causada por el aumento en las
expansiones GAA en el primer intrén del gen FXN, provocando una disminucion de la
proteina codificada, la frataxina. Debido a la heterogeneidad fenotipica observada en
estos pacientes y la ausencia de marcadores de pronéstico y seguimiento fiables, es
mas que evidente la necesidad de encontrar nuevos biomarcadores. En este trabajo, se
pretende validar y determinar, en un modelo neuronal de FRDA, los miARN como
biomarcadores de ferroptosis, un nuevo tipo de muerte celular relacionada con la
acumulacién de hierro y la peroxidacién de lipidos. Previamente, el grupo de
investigacion secuencié e identificé un perfil diferencial de expresion de miARN en un
modelo de deficiencia de frataxina (pLKO-FXN) en células SH-SY5Y. En este mismo
modelo, se validaron estos miARN y se identific6 al miR-15a-3p, miR-106b-5p, miR-
106b-3p y miR-10b-5p con diferencias significativas en los niveles de expresion en
comparacion con controles sanos. Tras el analisis bioinformético de las rutas reguladas,
se validaron algunas dianas de los miARN, observandose un aumento significativo de
atrogina-1 (FBX032) y GPX4. Esta ultima es diana del miR-15a-3p, cuya expresion se
observé disminuida, y por tanto podria ser un posible biomarcador de ferroptosis en
FRDA. Finalmente, se determiné el ratio de GSSG/GSH y las enzimas de sintesis del
GSH, observando un aumento del GSSG indicativo de presencia de estrés oxidativo. En

conclusién, los miARN podrian ser biomarcadores en la fisiopatologia de la enfermedad.

Palabras clave

estrés oxidativo, miARN, ferroptosis, ataxia de Friedreich, enfermedad rara, neuropatia
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Abstract

Friedreich's ataxia (FRDA; OMIM 229300) is a rare autosomal recessive
neurodegenerative disease characterized by the loss of peripheral sensory nerves and
the cerebellum, which leads to alterations in gait, language, and reflexes in the lower
limbs. Moreover, some patients suffer other concomitant diseases such as type 2
diabetes, scoliosis, and hypertrophic cardiomyopathy. In most cases, the disease is
caused by the increase in GAA expansions in the first intron of the FXN gene, causing a
decrease in the encoded protein, frataxin. Due to the phenotypic heterogeneity observed
in these patients and the absence of reliable prognostic and follow-up markers, it is more
than evident the need to find new biomarkers. In this work, the aim is to validate and
determine, in a neural FRDA model, miRNAs as biomarkers of ferroptosis, a new type of
cell death related to iron absorption and lipid peroxidation. Previously, the research group
sequenced and identified a differential mMiIRNA expression profile in a frataxin deficiency
model (pLKO-FXN) in SH-SY5Y cells. In this same model, these miRNAs were validated
and miR-15a-3p, miR-106b-5p, miR-106b-3p and mMIiR-10b-5p were identified with
differences in expression levels compared to healthy controls. After bioinformatic
analysis of the regulated pathways, some targets of the miRNAs were validated,
observing a significant increase in atrogin-1 (FBX032) and GPX4. The last one
mentioned is a target of miR-15a-3p, whose expression has been shown decreased, and
therefore could be a possible biomarker of ferroptosis in FRDA. Finally, the ratio of
GSSG/GSH and GSH synthesis enzymes was determined, observing an increase in
GSSG indicative of the presence of oxidative stress. In conclusion, miRNAs could be

biomarkers in the pathophysiology of the disease.

Keywords

oxidative stress, miRNA, ferroptosis, Friedreich's ataxia, rare disease, neuropathy
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Abreviaturas

e ACSL4: miembro 4 de la familia de cadena larga de acil-CoA sintetasa
e ADN: acido desoxirribonucleico

e ADNCc: ADN complementario

e AGPI: 4cido graso poliinsaturado

¢ ARN: &cido ribonucleico

¢ ARNmM: ARN mensajero

e BSA: albumina sérica bovina

o DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium

e ERO: especies reactivas del oxigeno

¢ FBXO32: gen codificante de atrogina-1

e FOXO3A: gen codificante del factor de transcripcion FOXO3A
e FRDA: ataxia de Friedreich

e FXN: gen codificante de la frataxina

e GPX4: gen codificante de la glutation peroxidasa 4

e GSH: glutation

e GSSG: disulfuro de glutation

¢ mMiARN: micro ARN

e NADPH: nicotinamida adenina dinucleotido fosfato

e NFAT: factor nuclear de las células T activadas

e PBS: tampon fosfato salino

e PTEN: fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa

e RT-gPCR: reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa

e SDS: dodecilsulfato sédico
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1. Introduccidén

1.1 Enfermedades raras

Una enfermedad rara, en Europa, es aquella que afecta a menos de 1 persona por cada
2000. ElI 80% de dichas enfermedades diagnosticadas, tiene un origen genético,
mientras que otras aparecen como resultado de una infeccion virica o bacteriana,
reacciones alérgicas o causas ambientales; otras muchas enfermedades raras siguen
sin tener una causa definida. Estas enfermedades son en su mayoria graves, de
caracter cronico y progresivo. Muchas de ellas pueden presentar sintomas en el
nacimiento o durante la infancia, sin embargo, méas del 50% de estas aparecen durante

la edad adulta ("Orphanet: About rare diseases", 2020).

Hasta la fecha, se han descrito y caracterizado alrededor de 6000-7000 enfermedades
raras, las cuales presentan una gran diversidad, no solo entre las distintas
enfermedades sino, también entre pacientes afectados por una misma enfermedad.
Esta elevada diversidad, supone una de las principales limitaciones asociadas al
diagnostico, debido a que no siempre la sintomatologia permite el diagnéstico de forma
directa ("Orphanet: About rare diseases", 2020).

Para muchas de estas enfermedades no existe una cura, pero el tratamiento y la
atencion médica adecuada pueden mejorar la calidad de vida de los pacientes, asi como
extender su esperanza y calidad de vida. Por lo que es absolutamente necesario, el
continuar y aumentar los esfuerzos en los campos de la investigacion ("Orphanet: About

rare diseases", 2020).

1.2 La ataxia de Friedreich

La ataxia de Friedreich (FRDA; OMIM, Herencia mendeliana en el hombre en linea,
#229300; ORPHA:95) es una enfermedad neurodegenerativa rara autosomica recesiva
que afecta principalmente al sistema nervioso central y periférico, ademéas de al
esqueleto, al corazoén o al sistema endocrino (Bidichandani y Delatycki, 1998). Se trata
de la forma de ataxia hereditaria mas comun a nivel mundial, afectando alrededor de 2-

5 personas por cada 100.000. En la Comunidad Valenciana, concretamente, la
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prevalencia es de 3-4 casos cada 100.000 habitantes (L6pez-Arlandis, Vilchez, Palau y
Sevilla, 1995).

La enfermedad fue descrita, por primera vez, por Nikolaus Friedreich en 1863 a partir
de pacientes que presentaban problemas de coordinacion, debilidad en las piernas,
dificultades en la articulacion del habla (disartria), movimientos rapidos e incontrolados
de los ojos (nistagmo), pérdida sensorial, escoliosis y deformidades en los pies (Schulz
y Pandolfo, 2013).

En 1988, Chamberlain et al. consiguieron localizar en el cromosoma 9 la mutacion
responsable de la enfermedad (Chamberlain et al., 1988). Posteriormente, Campuzano
et al. lograron identificar el gen causal FXN dentro de la regiébn cromosémica 9913
(Campuzano et al., 1996), el cual codifica para la proteina frataxina. Desde entonces,
comenzo6 la labor que continta hoy en dia de caracterizacion de dicha proteina y su
papel en la FRDA (Abrah&o et al., 2015). La principal causa de la FRDA es una
reduccién en los niveles de frataxina, que en la mayoria de los casos se debe a la
presencia, en homocigosis, de una expansiéon de las repeticiones del triplete GAA

localizadas en el intrén 1 del gen FXN (Campuzano et al., 1996).

1.2.1 Clinica de la enfermedad

En la ataxia de Friedreich, se observan manifestaciones neurolégicas consistentes en
una ataxia progresiva, que puede iniciarse desde la infancia hasta la etapa adulta
temprana, comenzando con problemas de equilibrio al andar, seguidos de disartria y
ataxia de los miembros superiores. La edad media de aparicion de los primeros
sintomas se sitla entre los 10 y los 15 afios, siendo la ataxia de la marcha la

manifestacion mas temprana (Bidichandani y Delatycki, 1998).

La debilidad muscular es también un sintoma frecuente, siendo ésta notable en los
extensores y abductores de la cadera y, conforme avanza la enfermedad, se hace mas
evidente en las extremidades distales (Bidichandani y Delatycki, 1998). La disfagia es
otro sintoma comun en la FRDA, afectando a la calidad de vida de un elevado porcentaje
de pacientes (Keage, Delatycki, Gupta, Corben y Vogel, 2017). Ademas, encontramos
anormalidades esqueléticas como la escoliosis, la cual esta presente en
aproximadamente dos tercios de las personas con FRDA (Bidichandani y Delatycki,
1998).
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La cardiomiopatia hipertréfica, definida como el aumento del grosor del tabique
interventricular, esta presente en dos tercios de los pacientes con FRDA. Los sintomas
relacionados con la cardiomiopatia suelen aparecer en las etapas tardias de la
enfermedad, salvo en casos raros que pueden preceder a la ataxia (Bidichandani y
Delatycki, 1998). Las arritmias, especialmente la fibrilacion auricular, y la insuficiencia
cardiaca congestiva, suelen producirse con frecuencia en las etapas tardias de la
enfermedad y constituyen la causa mas comun de mortalidad de los pacientes (Tsou et
al., 2011).

Se ha observado la aparicion de diabetes mellitus en un 30% de los pacientes con FRDA
y un 49% adicionales de pacientes manifiesta intolerancia a la glucosa (Cnop, Mulder y
Igoillo-Esteve, 2013).

La velocidad de progresion de la FRDA es variable. El tiempo medio desde el inicio de
los primeros sintomas hasta la dependencia completa de una silla de ruedas es de unos
10 afios (Durr et al., 1996). Se ha determinado en estudios recientes que la edad media

de fallecimiento de los pacientes con FRDA es de 36.5 afios (Tsou et al., 2011).

1.2.2 Estructuray regulacion del gen FXN

El gen FXN, codificante de la frataxina, se localiza en la region 9g21.11 (OMIM; NCBI,
Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica), este contiene 5 exones y se
extiende alrededor de 80kb de ADN (Figura 1).

Respecto a los elementos reguladores del gen FXN (Figura 1), se han localizado tres
islas citosina-fosfoguanina (CpG), la primera de ellas en el exon 1y se extiende hasta
el intron 1 (Yandim, Natisvili y Festenstein, 2013). Es importante destacar que dentro
del ex6n 1 se encuentra un microsatélite formado por repeticiones del triplete GAA en el
centro de un elemento Alu, donde se cree que se originaron dichas repeticiones (Clark
et al., 2004).
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Gen FXN

Cromosoma humano 9(q21.11)
Hebra directa

5’ UTR
(GAA)n 3’ UTR
I I I :
CpG — CpG —CpG
Exén 1 Ex6n 2 Exén 3 Ex6n 4 Exén 5
Sano: 10<n<66
FRDA: 66<n<1700 S5kb

Figura 1. Estructuray elementos reguladores del gen FXN. El gen FXN, consta de cinco exones y cuatro
intrones. Se han identificado tres islas citosina-fosfoguanina (CpG) en FXN. Es importante destacar que el
primer intrén de FXN contiene varias repeticiones triples (GAA) n. Hay aproximadamente 10-66 repeticiones
en individuos sanos, pero nimeros mas altos (aproximadamente 66—1700) estan asociados con la ataxia
de Friedreich, donde el gen FXN esté patoldgicamente silenciado. Adaptada de Clark et al., 2004.

La mayoria de los pacientes con ataxia de Friedreich presentan una expansiéon de las
repeticiones GAA, debido a mutaciones facilitadas por mecanismos relacionados con la
transcripcion, replicacion y reparacion del ADN. Como resultado de dicha expansion, se
ha observado una reduccion de los niveles de ARNm (ARN mensajero) del gen FXN en
pacientes de FRDA alrededor del 4-30%, respecto a valores observados en individuos
no afectados (Campuzano et al., 1997). Estos resultados permiten establecer una clara
correlacion con la reduccion de los niveles de la proteina frataxina (Sacca et al., 2011).
Respecto a la vida media del ARNm de FXN no se ha observado que haya ninguna
diferencia entre los pacientes de FRDA y los controles, y no hay evidencias de que la
expansion del triplete GAA afecte al procesado del ARN del gen FXN (Punga y Buhler,
2010).

La regulacion negativa de la expresion del gen FXN se debe a diversos mecanismos de
inhibicion, como la formacién de estructuras de ADN no-B a partir de la expansién de
repeticiones GAA, lo que conduce a un bloqueo fisico de la maquinaria transcripcional
de la ARNPII (ARN polimerasa Il) al dificultar el desenrollamiento del ADN molde y el
avance del complejo de elongacion de la ARNPII (Sandi et al., 2014); el silenciamiento
epigenético (Sandi et al., 2014); la metilacion e hidroximetilacion en sitios CpG en
regiones aguas arriba de las repeticiones GAA del locus FXN (Greene et al., 2007); las
modificaciones postraduccionales de histonas (Sandi, Al-Mahdawi y Pook, 2013); y la
transcripcion antisentido de ARN y la unién de CTFC (De Biase, Chutake, Rindler y
Bidichandani, 2009).
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1.2.3 La proteina frataxina

1.2.3.1 Estructuray procesado de frataxina

Frataxina es una proteina muy conservada que puede encontrarse desde bacterias gran
negativas hasta eucariotas superiores. Es una pequefia proteina mitocondrial implicada
en la biogénesis de centros Fe-S (0 ISC, centros ferrosulfurados), entre otras posibles
funciones. La frataxina presenta un plegamiento Unico, el cual combina dos a-hélices
que conforman un plano, cinco laminas B antiparalelas que conforman el segundo plano
de la proteina. También podemos encontrar una sexta lamina B, y en el caso de la
frataxina humana, una séptima (Bencze et al., 2006) (Figura 2a). La region principal
implicada en la unién a los atomos de hierro es la denominada regién acidica,
compuesta por una serie de residuos ubicados en la primera a-hélice y en el borde de

la primera lamina B (Foury, Pastore y Trincal, 2006).

La proteina es procesada por una peptidasa de procesamiento mitocondrial (PPM,
peptidasa de procesamiento mitocondrial) en dos pasos para generar una forma madura
de la proteina, que se dirige a las mitocondrias. La proteina nativa con un peso molecular
de aproximadamente 21kDa se convierte inicialmente en una forma intermedia de

frataxina (i-fxn) de aproximadamente 18.8kDa, que posteriormente se procesa a la forma

madura de frataxina (m-fxn) de aproximadamente 17.2kDa (Figura 2b) (Muthuswamy y
Agarwal, 2015).

P-frataxina (21 kDa)

1-41 42-55

Paso 1
| | €&

i-frataxina (18.8 kDa)

Paso 2
mxm- | €1

m-frataxina (17.2 kDa)

Figura 2. Estructura 3D y procesamiento de la frataxina. a) El plegamiento de la frataxina esta

compuesto por un sandwich compacto af3, con a-hélices de color turquesa y laminas 3 verdes. Las laminas
B1- B5 son antiparalelas e interactian con las dos a-hélices, a1 y a2. Una segunda lamina  de menor
tamano esta formada por el extremo C-terminal y las laminas 6 y B7; (extraida de Dhe-Paganon, Shigeta,
Chi, Ristow y Shoelson, 2000). b) Procesamiento de la frataxina en dos pasos por la peptidasa de

procesamiento mitocondrial (PPM). En el paso uno, la frataxina de 210 aminoéacidos se escindid inicialmente
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en la posicion 41-42 para producir la frataxina intermedia (i-fxn) de 18.8kDa. En el paso dos, se hidrolizé
adicionalmente para producir la forma madura de frataxina (m-fxn) de 17.2kDa. Adaptada de Muthuswamy
y Agarwal, 2015.

1.2.3.2 Funcién de la proteina frataxina

Originalmente, debido a la capacidad de formar estructuras oligoméricas capaces de
capturar atomos de hierro, se propuso que la frataxina pudiera tener una funcion similar
a la ferritina, aportando a la mitocondria el hierro biodisponible (Adamec et al., 2000).
Sin embargo, posteriores estudios realizados en levaduras expresando ferritina
mitocondrial humana mostraron que la funcion de ambas proteinas era diferente (Sutak
et al., 2012).

Su funcién exacta sigue siendo hoy en dia materia de controversia, pero la hipotesis
mas aceptada la relaciona con la maquinaria de biosintesis de centros Fe-S apoyando
el papel de la proteina en el metabolismo del hierro mitocondrial (Martelli y Puccio, 2014)
(Figura 3). Los centros Fe-S son un tipo de cofactores de proteinas presentes en casi
todos los organismos vivos. Estos presentan un papel critico en diversas funciones
celulares, desde el transporte electrénico en los complejos respiratorios mitocondriales
hasta la reparacion del ADN o el metabolismo.

Estudios recientes sugieren que la frataxina podria actuar como regulador de la sintesis
de tales centros, mediante la union de esta al complejo ISCU (enzima de ensamblaje de
centros Fe-S)/ NFS1 (cisteina desulfurasa)/ ISD11 es capaz de estabilizar el mismo y
de activar la actividad cisteina desulfurasa y regular asi la entrada de hierro al complejo
(Colin et al., 2013). Aunque se desconoce el mecanismo por el que la frataxina es capaz

de controlar la entrada de hierro.
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Figura 3. Esquemade la maquinariade biosintesis de centros Fe-S mitocondrial. El hierro se introduce
en la mitocondria mediante los transportadores MFRN. Los centros Fe-S se ensamblan en un complejo
formado por NFS1-1SD11, ISCU y frataxina, la cual regula la actividad de NFS1 y la entrada de hierro. Una
vez ensamblado, el centro Fe-S se transfiere a unas proteinas aceptoras mediante diferentes chaperonas
(HSCB/HSPADY). Un intermediario desconocido (X), se exportaria al citosol por medio de transportadores
ABCBY7 para el ensamblaje de centros Fe-S de proteinas citosdlicas y nucleares. MFRN2: Mitoferrina 2,
NSF1: cisteina desulfurasa mitocondrial, ISD11: LYRM4 (proteina 4 que contiene motivos LYR), ISCU:
enzima de ensamblaje de centros Fe-S, HSCB: chaperona mitochondrial HscB de los centros Fe-S, HSPA9:
proteinas de choque térmico familia A (Hsp70) miembro 9. Adaptada de Martelli y Puccio, 2014.

1.2.4 Patologia molecular

Entre las consecuencias fisioldgicas del déficit de frataxina destacan la interrupcion
severa de las enzimas con centros ferrosulfurados (ISC) (Martelli et al., 2007), la
acumulacién mitocondrial de hierro, unido a una desregulacién celular de este, (Babcock
et al., 1997; Foury y Cazzalini, 1997) y una mayor sensibilidad al estrés oxidativo (Wong
et al., 1999). Debido al estrecho vinculo entre las tres vias es complicado determinar la

causa principal de la enfermedad.

La primera evidencia que relaciona a la frataxina con el metabolismo del hierro surge
con la identificacion del aumento del contenido de hierro en corazones de pacientes con
FRDA (Lamarche, Cété y Lemieux, 1980), y en las mitocondrias de cepas de levaduras
modificadas con una delecién del homdlogo de la frataxina en levaduras (Yfh1) (Babcock
et al., 1997; Foury y Cazzalini, 1997). Asi como, se ha descrito una alteracion de la
actividad o expresion de diversas proteinas implicadas en el metabolismo del hierro
como IRP1 y 2 (proteinas reguladoras de hierro 1 y 2), TFR1 (receptor de transferrina
1), FRTL (cadena ligera de ferritina), FRTH (cadena pesada de ferritina), FPN
(ferroportina) y MFRN2 (mitoferrina-2) provocando un aumento de la importacion del

hierro al interior mitocondrial. Estas alteraciones en el metabolismo del hierro, junto con



Evaluacion de los miARN como marcadores de ferroptosis en modelo celular de Ataxia de Friedreich

la inhibiciébn de procesos en los que este se encuentra implicado, terminan en su
acumulacién al no poder ser exportado de la mitocondria en forma de otros metabolitos,
como los centros Fe-S o grupos hemo (Martelli y Puccio, 2014; Chiang et al., 2016).
Estos estudios sugieren, por lo tanto, que la frataxina juega un papel fundamental en la
regulacién del transporte mitocondrial del hierro. Ademas, se ha observado una
reduccién en la funcién de las proteinas que requieren centros Fe-S, como los complejos
respiratorios |, Il y Il de la mitocondria y las aconitasas citosoélicas y mitocondriales
(Rétig et al., 1997; Condo et al., 2010).

Respecto a la sensibilidad al estrés oxidativo, estan implicadas diferentes sistemas
antioxidantes, como las superoxido dismutasas (SODs), las glutatibn peroxidasas
(GPXs), la nicotinamida adenina dinucledétido fosfato (NADPH) y el tripéptido glutation
(GSH) considerado en eucariotas como el antioxidante no enzimatico mas importante
(Calabrese et al., 2005). A nivel mitocondrial, se observa que la enzima SOD2
(superdxido dismutasa [Mn], mitocondrial) actia sobre el O, para catalizar la formacion
de H0,. A continuacion, el GSH reacciona con el H2Oz en presencia de la enzima GPX,
para producir glutatién oxidado (GSSG) y H-O (Figura 4A). Debido a la presencia de un
exceso de los niveles de hierro se produce una interferencia en las etapas anteriores
formando H.O.y OH mediante la denominada reaccion de Fenton en la que participa el
hierro (Figura 4B), lo que supondria un mecanismo alternativo por el que se generan
radicales libres en la FRDA. Siendo estos capaces de causar la peroxidacion de lipidos,
dafiar las proteinas y los acidos nucleicos (Linseman, Larson, Braughler y McCall, 1993).

A
02. SOD2 H202
Glutation
Peroxidasa - :
H,O, + GSH (Glutation reducido) Glutation Oxidado + H,O
B
Fe (II) + H,0O, Fe(ll) + °OH + OH-
Fe (Ill)+ O, + 2H° Fe (I1) + H,0,

Figura 4. Ecuacion de neutralizacion del oxigeno reactivo por enzimas antioxidantes (A) y lareaccion

de Fenton (B). Adaptada de Muthuswamy y Agarwal, 2015.
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Se ha observado en diversos estudios realizados con fibroblastos de pacientes con
FRDA, que estos, a diferencia de los controles sanos, son sensibles a bajas dosis de
H20-, oligomicina o hierro, siendo incapaces de regular un aumento en la expresion de
las SOD en respuesta a inductores del estrés oxidativo (Paupe et al., 2009; Jiralerspong,
Ge, Hudson y Pandolfo, 2001; Chantrel-Groussard et al., 2001). Varios estudios
sugieren que la deficiencia de frataxina conduce a un deterioro en la homeostasis del
glutation. (Shan et al., 2013; Napoli, Taroni y Cortopassi, 2006; Auchere, Santos,
Planamente, Lesuisse y Camadro, 2008). Estos estudios apoyan la hipétesis de que la
deficiencia de frataxina provoca una desregulacion de las defensas antioxidantes, lo que
genera estrés oxidativo y la patologia resultante (Santos et al., 2010; Armstrong, Khdour
y Hecht, 2010; Shan et al., 2013).

1.3 Los microARN y la FRDA

Los microARN (miARN) son una clase de pequefias moléculas de ARN no codificantes
(~18 nucledtidos de longitud) involucrados en la regulacién de la expresion génica. Estos
se transcriben en el ndcleo y necesitan de un proceso de maduracién para poder ejercer

su funcién regulatoria (Figura 5).
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Figura 5. Biosintesis de los miARN. Los miARN se transcriben en el nlcleo a partir del genoma por las
ARN polimerasas Il o lll para formar el miARN primario (Pri-miARN). Este es modificado mediante la adicion
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de una caperuza y poliadenilacién. Después es procesado en el ntcleo por el complejo Drosha/DGCRS, el
cual genera un precursor de miARN con forma de horquilla (Pre-miARN). El Pre-miARN es exportado al
citoplasma gracias al transportador Exportin-5, y es sucesivamente procesado por Dicer y las proteinas de
union al ARN respuesta trans-activacion (TRBP) que eliminan la horquilla. Finalmente, una de las dos
hebras del duplex de miARN se incorpora a la proteina Argonaute (AGO) para formar el complejo de
silenciamiento inducido por ARN (miRISC), el cual finalmente silencia el ARNm diana mediante su represion

traduccional o su degradacién. Adaptada de Treiber, Treiber y Meister, 2018.

Se han identificado varios miARN implicados en enfermedades neurodegenerativas,
como la enfermedad de Huntington y la enfermedad de Alzheimer (Cogswell et al., 2008;
Johnson et al., 2008; Sonntag, 2010), lo que sugiere que, en otras enfermedades
neurodegenerativas, como la FRDA podrian jugar un papel relevante.

Un estudio reciente sobre el papel de los miARN en la FRDA analizé los niveles de
mIiARN circulantes en plasma de pacientes con FRDA mediante la secuenciacion de
ARN pequefios y determind que “miR-323-3p” es un potencial biomarcador para
monitorizar la progresion de la cardiomiopatia (Seco-Cervera et al., 2017). Otro estudio
realizado en plasma de pacientes con FRDA, identificé unos 20 miARN desregulados
respecto al grupo control, 17 de ellos estaban regulados al alza 'y 3 de ellos a la baja, lo
que demostré que podrian estar asociados con la neurodegeneracion y otras
caracteristicas clinicas de la enfermedad (Dantham, Srivastava, Gulati y Rajeswari,
2017).

Hasta ahora se ha tratado de comprender la variabilidad fenotipica de los pacientes para
disefiar la terapia mas adecuada para cada uno de ellos, basandose en una Unica via
metabdlica implicada en la FRDA, sin considerar otros mecanismos moleculares
implicados. Por lo tanto, el estudio de los patrones de miARN en la FRDA podria aportar
un nuevo panorama de mecanismos patolégicos que ocurren durante la historia natural
de la enfermedad, ya que los niveles de miARN pueden cambiar con la progresién de la
enfermedad. Esto supone una nueva vision de la enfermedad y del importante papel de

los miARN en la patogénesis de la FRDA.

1.4 Ferroptosis en la ataxia de Friedreich

La ferroptosis es un nuevo tipo de muerte celular recientemente identificada por Dixon
et al. en 2012, la cual es dependiente del hierro. La muerte por ferroptosis se ha

relacionado con la acumulacién de hierro y peroxidacion de lipidos, lo que hace que este
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proceso de muerte celular sea genética y bioquimicamente distinto al de la apoptosis o
las vias necroéticas (Li et al., 2020). No presenta las caracteristicas de la necrosis tipica,
como la inflamacion del citoplasma y los organulos o la ruptura de la membrana celular,
ni presenta las caracteristicas de la apoptosis celular tradicional, como la contraccion
celular, la condensacion de la cromatina, la formacién de cuerpos apoptéticos o la
desintegracién del citoesqueleto. Morfolégicamente, la ferroptosis se caracteriza por una
contraccion de las mitocondrias junto a un aumento de la densidad de la membrana y
una reduccién o desaparicion de las crestas mitocondriales, lo que la diferencia de

cualquier otro modo de muerte celular (Li et al., 2020).

Los detalles del proceso ferroptético siguen bajo investigacién, se han identificado
diversos componentes de la via de la ferroptosis en la literatura como efectos aislados,
pero todavia se desconocen sus conexiones. Algunos de estos componentes implicados
en la ferroptosis estan implicados en el metabolismo y transporte del hierro, la
biosintesis de acidos grasos y la respuesta antioxidante frente al acumulo de lipidos de

membrana oxidados (Figura 6a).
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Figura 6. Principales mecanismos de la ferroptosis. A) Proceso general de la ferroptosis. Los niveles
equilibrados de ERO y la actividad antioxidante mantienen la via de muerte celular por ferroptosis inactiva.
Cambios en la absorcién o la exportacion de hierro producen una activacion de la ferroptosis. La
ferritinofagia mediante la ferritina, que capta el hierro y es dirigida por el receptor nuclear coactivador 4
(NCOA4) al lisosoma para su degradacion, podria mejorar la ferroptosis. El aumento de los niveles
intracelulares de hierro libre induce la reaccién de Fenton, la cual aumenta la produccion de ERO. Ademas,
la accién de oxidasas dependientes de hierro (ALOX15), oxida los fosfolipidos de los acidos grasos
araquidonato o adrenato, desencadena la ferroptosis. El aumento de la actividad del miembro 4 de la familia
de cadena larga de acil-CoA sintetasa (ACSL4) aumenta la ferroptosis. La inhibicién de la enzima GPX4 o
la ausencia de GSH provoca la acumulacion de lipidos hidroperoxidados que desencadenan el proceso de
ferroptosis. B) Mecanismos sugeridos de la ferroptosis en la FRDA. Se ha observado un aumento de los
niveles de lipoperdxidos y ERO en las neuronas de pacientes con FRDA. Ademas, se ha observado una
desregulacién del GSH. Estas caracteristicas de la FRDA indican que la ferroptosis puede tener un papel
en la fisiopatologia de la enfermedad. Receptor de transferrina (TFR) Lisofosfatidilcolina Aciltransferasa 3
(LPCAT3); Glutamato Cisteina Ligasa (GCL); Glutation sintetasa (GSS); Glutatién reductasa (GR). 1 indica
niveles aumentados y | indica niveles reducidos. Extraida de Espinds et al., 2020.
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Es de especial importancia el sistema antioxidante Xc/GSH/GPX4, puesto que la
inhibicién de la enzima glutation peroxidasa 4 (GPX4) (Gaschler y Stockwell, 2017; Yang
et al., 2016) o la falta de GSH disponible (Cao et al., 2019; Dixon et al., 2012), provocan
la acumulacién de lipidos hidroperoxidados en presencia de hierro cataliticamente
activo. Por lo que, alteraciones en cualquiera de estos componentes pueden
desencadenar los mecanismos de la ferroptosis. El primer componente de este eje es
el sistema Xc, el cual se trata de un antiportador de glutamato/cistina. Una vez es
importada, esta es reducida a cisteina y utilizada por las enzimas Cisteina-glutamato
Ligasa (GCL) y Glutation sintetasa (GSS) para la sintesis de GSH. Todas aquellas
condiciones que afecten a biosintesis de GSH, afectaran de forma directa sobre la
actividad de la enzima GPX4, y por tanto a una predisposicion a la ferroptosis. El papel
de la enzima GPX4 como principal regulador en el proceso de ferroptosis, se basa en
su funcién anica de reducir los hidroperéxidos complejos, incluidos los hidroperéxidos
fosfolipidicos y los hidroperdxidos de colesterol a sus formas correspondientes,
interrumpiendo asi la reaccion en cadena de la peroxidacion lipidica. De hecho, diversos
estudios evidenciaron que la delecibn de Gpx4 en ratones provocéd la
neurodegeneracion y muerte celular de las neuronas de forma no apoptética sino
mediante la acumulacion masiva de lipidos peroxidados (Friedmann Angeli et al., 2014;
Seiler et al., 2008).

Aungue los mecanismos de ferroptosis como la biodisponibilidad de cisteina, de GSH o
el correcto funcionamiento de GPX4 se han descrito correctamente, se conoce bastante
menos acerca de los mecanismos implicados en la acumulacion de lipoperoxidos y la
posterior sefializacion de muerte celular. Estudios genéticos identificaron al miembro 4
de la familia de cadena larga de la acil-CoA sintetasa (ACSL4) como un factor adicional
y esencial en el proceso de ferroptosis (Dixon et al., 2015; Doll et al., 2017). ACSL4 es
una de las enzimas activadoras de acidos grasos, que funcionan esterificando la
Coenzima A (CoA) para liberar acidos grasos de forma dependiente de ATP. A
diferencia de otras enzimas de la familia, ACSL4 muestra una mayor afinidad por los
acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPIs) como el 4cido araquidénico (AA)
o el &cido adrénico (AdA), lo que se ha visto que contribuye a la ferroptosis (Kagan et
al., 2017; Yuan et al., 2016). Los lipidos peroxidados se forman tipicamente a partir de
las cadenas AGPI de lipidos de membrana y restos de araquidonato o adrenato. Estos
son susceptibles a la oxidacion enzimatica, catalizada por lipoxigenasa (ALOX15), y no
enzimatica, catalizada por ERO, lo que conduce a la formacion de hidroperéxidos
lipidicos (Cheng y Li, 2007). En presencia de hierro, los hidroperéxidos lipidicos pueden

formar radicales lipidicos téxicos que se propagan, generando la fragmentacion de AGPI
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en una variedad de productos (Cheng y Li, 2007). Los eventos moleculares que ocurren
aguas abajo de la fragmentacion oxidativa de AGPI para causar la muerte celular

irreversible no estan claros.

La amplificacion del triplete GAA en la FRDA se ha relacionado estrechamente con la
acumulacién de hierro en las mitocondrias y un aumento de los niveles de lipidos
oxidados, lo que sugiere que la FRDA puede estar muy relacionada con la ferroptosis
(Figura 10b) (Codazzi et al., 2016). Un estudio realizado con fibroblastos humanos, con
un silenciamiento del gen FXN, en el cual emplearon inhibidores de ferroptosis como el
SRS11-92, demostr6 que se produjo una disminucién de la muerte celular (Grazia
Cotticelli et al., 2019).

El descubrimiento de la via de ferroptosis como una posible forma de muerte celular en
la FRDA es un hallazgo importante ya que aporta significado a muchas de las
caracteristicas celulares, metabdlicas y fisiopatolégicas ya conocidas de la
degeneraciéon neuronal en la FRDA, como el estrés oxidativo, los cambios en los niveles
de calcio intracelular, la degeneracion neuronal y el dafio mitocondrial. Toda esta
informacién tomada junto a los estudios realizados con miARN (Seco-Cervera et al.,
2017), los cuales sugieren que los niveles de miARNs implicados en la regulacion de
proteinas implicadas en el metabolismo de los acidos grasos y la 3-oxidacién podrian
afectar a la regulacién de la ferroptosis, indican que la ferroptosis podria ser una via
importante vinculada a la fisiopatologia de la FRDA, y por ello, un objetivo terapéutico

principal.
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1.5 Hipotesis planteada

Dada la heterogeneidad fenotipica observada en los pacientes de ataxia de Friedreich
y la ausencia de marcadores de prondéstico y seguimiento de ensayos clinicos fiables,
es mas que patente la necesidad de encontrar nuevos biomarcadores. Estudios
recientes, han observado el papel de los miARN en la ataxia de Friedreich, como
biomarcadores de cardiomiopatia y neurodegeneracion. Ademas, parece que los
miARN podrian estar implicados en la regulacion de proteinas del metabolismo de los
acidos grasos y la p-oxidacion, que podrian afectar a la regulacién de la ferroptosis.

Por ello, nuestra hipétesis plantea que el estudio de expresion diferencial de miARN
puede dilucidar diferencias en el perfil de expresion en un modelo celular neuronal de la
ataxia de Friedreich y ayudar a la comprensién de los mecanismos fisiopatoldgicos de
esta enfermedad, asi como proporcionar nuevas dianas moleculares y biomarcadores

para esta neuropatia.
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2. Objetivos

Como objetivo principal para llevar a cabo la hipo6tesis de trabajo, se establecio el
estudio de expresién de miARN en un modelo celular neuronal de la ataxia de Friedreich
y su implicacién en la regulacion de las rutas implicadas en la fisiopatologia de esta
enfermedad, a partir de datos previos de secuenciacion de ARN pequefio llevado a cabo

en el laboratorio.
Para ello se realizaran los siguientes objetivos especificos:

1. Validacion de los miARN con expresion diferencial obtenidos previamente en el
grupo en un estudio de secuenciacion de ARN pequefios.
Andlisis bioinformatico de las rutas y genes regulados por estos miARN.
Validacion de las dianas de estos miARN en las rutas mas relevantes por RT-
gPCR y Western-blot.

4. Analisis de los niveles de GSH, su estado redox y enzimas de sintesis.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Cultivos celulares

El cultivo celular es un método mediante el cual podemos mantener en condiciones
controladas un tipo celular de interés. En nuestro caso utilizamos un modelo deficiente

en la proteina frataxina en la linea celular SH-SY5Y.

La linea celular SH-SY5Y se subcloné a partir de la linea celular conocida como SK-N-
SH, descrita por primera vez por Biedler, Roffler-Tarlov, Schachner y Freedman en
1978. Las células SK-N-SH originales se obtuvieron de una biopsia de médula 6sea de
una mujer de cuatro afios segun el método descrito por Biedler, Helson y Spengler en
1973. Las células SH-SY5Y se transfectaron con el vector pLKO.1 para obtener los
modelos de silenciamiento de la frataxina. La linea celular pLKO.1-NT se trata de una
linea celular control con una secuencia de ARN de interferencia no dirigido. FXN-138.1
y FXN-138.2 fueron las lineas celulares con un silenciamiento de la frataxina con una
reduccién del 82% y 68% de los niveles de proteina, respectivamente. Todas las lineas

celulares se obtuvieron con la amabilidad del laboratorio del Dr. Francesc Palau.

Se dejo descongelar los viales necesarios, que estaban en nitrégeno liquido en el
termostato a 37°C. Una vez estuvieron listas y trabajando en condiciones de maxima
esterilidad (campanas de flujo laminar tipo 2A), se resuspendieron en 2mL de medio
Dulbecco’s Modified Eagle Medium-Ham’s F12 Nutrient Mixture (DMEM/F-12;
11320033, Gibco, Walhtam, MA, EE.UU.) suplementados con 10% suero bobino fetal
inactivado (SBF; 26140, Gibco, Walhtam, MA, EE. UU.), 2mM de L-glutamina
(25030081, Gibco, Walhtam, MA, EE.UU.) y 1% de antibi6ticos penicilina/estreptomicina
(15140122, Gibco, Walhtam, MA, EE. UU.), y se homogeneizaron. Se centrifugaron
durante 5 minutos a 25°C y una velocidad de 1.500 rpm, se retiré el sobrenadante y el
sedimento fue resuspendido en 10mL de medio DMEM/F-12 suplementado. Se
cultivaron en frascos de 75 cm? a 37°C, en una atmosfera de humedad saturada que
contenia el 20% de O, y 5% de CO;en el incubador (ThermoFisher Scientific, Heracell
150i CO2 incubator, Walhtam, MA, EE. UU.).

Las células SH-SY5Y se cultivaron a lo largo de todo el trabajo, para los pases celulares
se utilizaron 1-10° células junto con 15mL de medio de cultivo DMEM/F-12

suplementado con 10% de SBF inactivado, 2mM de L-glutamina y 1% de antibiéticos
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penicilina/estreptomicina. Ademas, a las lineas celulares transfectadas se les afiadio
2ug/uL de puromicina como marcador selectivo. Las células se mantuvieron en frascos
de 75 cm? a 37°C, en una atmosfera de humedad saturada que contenia el 20% de O;
y 5% de CO; en el incubador (ThermoFisher Scientific, Heracell 150i CO2 incubator,
Walhtam, MA, EE. UU.).

3.2 Extraccion de los miARN y del ARNm

La extraccion de los miARN y del ARNm se realizd en conjunto y sirvié para analizar los
niveles de expresién génica de los miARN y genes de interés. Para la extraccion se
utilizé el kit mirVana™ miRNA Isolation Kit (AM1560, ThermoFisher Scientific, MA, EE.
uu.).

Para la extraccion se lisaron aproximadamente 1-10° células. Para ello, se elimin6 el
medio que contenian los frascos con las células, se realizaron dos lavados con 5mL de
PBS y se afiadieron 3mL de tripsina a cada frasco. Se dejaron incubar durante 5 minutos
a 37°C, pasado esté tiempo se afiadié 5mL de DMEM/F-12 suplementado, para inhibir
la accion de la tripsina. Se recogid el contenido de cada frasco en tubos y se centrifugd
durante 5 minutos a 1.500rpm y 25°C. Después, se eliminé el sobrenadante y el
sedimento se resuspendié en 5mL de PBS, y se volvié a centrifugar con las mismas

condiciones descritas anteriormente.

En segundo lugar, se realizé la ruptura de las células. Para ello, se retir6 el PBS tras la
centrifugacion y se afadieron 600uL de la solucion de lisis/union, proporcionada por el
kit. Después, se realizd la extraccion organica del ARN total y de los miARN, se
afadieron 60uL de la solucion miRNA Homogenate Additive proporcionada por el kit a
cada una de las muestras. Tras esto, se agitaron y se dejaron en hielo durante 10
minutos. Luego, se afiadieron 600 uL de acido-fenol:cloroformo (igual al volumen del
lisado antes de agregar la solucion miRNA Homogenate Additive), y se agitaron durante
60 segundos. Seguidamente, se centrifugaron durante 5 minutos a 10.000g y 4°C, para
separar la fase acuosa de la fase organica. Una vez separadas, se retir6 la fase acuosa
con cuidado de no tocar la fase inferior, se transfirio a un tubo nuevo y se anot6 el

volumen extraido, obteniendo un extracto de ARN semi-puro.

En dltimo lugar, se realiz6 la purificacion del ARN total, que incluye el ARNm y los
miARN. Para la purificacién del ARN total, se afiadieron 750pL de etanol 100% a cada

una de las muestras y se homogenizaron. Tras esto, se afiadieron 700uL de la muestra
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homogenizada a la columna con un filtro de fibras de vidrio que retienen los ARN,
colocadas sobre un tubo colector, y se centrifugaron durante 15 segundos a 10.000g y
25°C para realizar el filtrado. Este procedimiento se repiti6 afiadiendo los
aproximadamente 700 uL restantes. Una vez retenidos los ARN totales en las fibras de
la columna, se realizaron los pasos de lavado. Para el primer lavado, se afadieron
750uL Wash Solution 1 a cada columna y se centrifugaron durante 5 segundos a
10.000g y 25°C, luego se eliminé el filtrado de cada una de las muestras. Para el
segundo y tercer lavado, se afiadieron 500uL Wash Solution 2/3 y se centrifugaron
durante 5 segundos a 10.000g y 25°C para el segundo lavado y durante 1 minuto a
10.000g y 25°C para el tercero de ellos, eliminando el fluido filtrado. Finalmente, se
procedié a eluir los ARN con una solucién de baja fuerza i6nica (agua libre de
nucleasas). Para ello, las columnas se colocaron sobre un nuevo tubo colector, se
afnadieron 100uL de esta agua en el centro del filtro de la columna y se centrifugaron
durante 30 segundos a 10.000g y 25°C. Los filtrados obtenidos, que contienen los ARN
totales, se almacenaron a -80°C.

Previo a su almacenaje y para evitar ciclos innecesarios de
congelacién/descongelacion, se determind la concentracion de ARN total de las
muestras mediante los valores de absorbancia a 260nm (A260) en el espectrofotémetro
NanoDrop™ One/OneC (ThermoFisher Scientific, Walhtam, MA, EE. UU.). Otro valor
que se tuvo en cuenta fue la relacién de A260 a A280, que indica la relacién de la pureza
del ARN respecto al ADN.

3.3 Analisis por RT-gPCR de los miARN

Para la cuantificacién de la expresién génica se empled una variante de la PCR que
permite cuantificar la cantidad de miARN a la vez que se amplifica la secuencia
especifica del gen que se desea cuantificar: RT-gPCR. Para ello, primero se
retrotranscribe la hebra de ARN a ADN complementario (ADNc) mediante el empleo de
la enzima transcriptasa reversa (RT). Y después, este ADNc se amplifica mediante una
PCR en tiempo real (RT-qgPCR).

En primer lugar, se realiz6 la retrotranscripcion (RT-PCR) de los miARN, que se prepar6
en una placa de 96 pocillos. La RT-PCR puede ser especifica para cada uno de los
miARN de interés o se puede realizar un multiplexado mediante el uso en conjunto de
diversos cebadores especificos para cada uno de los miARN a analizar. En nuestro

caso, se realizo el multiplexado de los diferentes miARN de interés (hsa-miR-10b-5p
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(002218), hsa-mir-106b-3p (002380), hsa-mir-106b-5p (000442), hsa-mir-15a-3p
(002419), hsa-mir-409-3p (002332), RNU48 (001006); ThermoFisher Scientific,
Walhtam, MA, EE.UU.). En cada pocillo se afiadieron 5.35uL de la muestra
correspondiente de miARN (100ng de muestra, complementando hasta los 5.35uL con
agua libre de ARNasas) y 14.65uL de TagMan™ MicroRNA Reverse Transcription Kit
(10x RT Buffer (2uL), 25x dNTP Mix 100mM (0.4uL), 5x Pool RT Primers (8uL),
Multiscribe Reverse Transcriptase 50U/uL (4uL) e inhibidor de ARNasa 20U/uL
(0.25uL); 4366597, ThermoFisher Scientific, Walhtam, MA, EE. UU.). La RT-PCR se
realizé en el termociclador 2720 Applied Biosystems (ThermoFisher Scientific, Walhtam,
MA, EE. UU.), con las siguientes condiciones: un primer periodo de incubaciéon a 16°C
durante 30 minutos, que permite la unién de los cebadores especificos, seguido de un
periodo de 30 minutos a 42°C que permite la sintesis del ADNc y un ultimo periodo de
inactivacion de 5 minutos a 85°C.

Una vez obtenido el ADNc se realizé la amplificacibn mediante RT-gPCR. En nuestros
experimentos se emplearon los ensayos predisefiados de Tagman MicroRNA Assay.
Estas sondas fluorescentes poseen en uno de sus extremos un fluor6foro y en el otro
extremo un quencher o desactivador, que impide la emisién de fluorescencia por parte
del fluoréforo del otro extremo. Sin embargo, una vez unidas las sondas al ADNc, la
actividad exonucleasa de la Taqg polimerasa libera el extremo del fluoréforo, alejandolo
del quencher y permitiendo, por tanto, la emisién de fluorescencia. La fluorescencia es

detectada mediante la excitacion con el laser correspondiente.

La cuantificacién de la sefial de fluorescencia se puede realizar de manera absoluta,
obteniendo la cantidad exacta de moléculas de ADN mediante una curva estandar, o de
manera relativa empleando genes de referencia con expresion constitutiva para
determinar las diferencias de expresion que existen entre ellos. En nuestro caso, se
utilizé el método de cuantificacion relativa 22T (Livak y Schmittgen, 2001) para la
obtenciéon de estos datos relativos. Para ello, se utilizan los valores de CT (cycle
threshold), correspondientes al numero de ciclo de PCR en el cual la fluorescencia
detectada se diferencia del ruido de fondo. Este valor es inversamente proporcional a la

cantidad de ADN inicial y es caracteristico de cada una de las reacciones.

Para la realizacion de la RT-qPCR, se utilizd una reaccién escalada con un volumen
total de 10 pL por pocillo en una placa de 384 pocillos. Para ello, se utilizé 1uL del ADNc
obtenido previamente, 5uL de TagMan Universal Master Mix Il no UNG (4440040,
ThermoFisher Scientific, Walhtam, MA, EE. UU.) , 3.5uL de agua libre de ARNasas y

1uL de TagMan Gene Expression Assays especifico para cada miARN de interés (hsa-
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miR-10b-5p (002218), hsa-mir-106b-3p (002380), hsa-mir-106b-5p (000442), hsa-mir-
15a-3p (002419), hsa-mir-409-3p (002332), RNU48 (001006); ThermoFisher Scientific,
Walhtam, MA, EE.UU.). Se realizaron triplicados de cada muestra para cada uno de los
MIARN de interés y se cuantificé en el termociclador QuantStudio 5 (ThermoFisher
Scientific, Walhtam, MA, EE. UU.). El protocolo de amplificacion fue el siguiente: un
primer paso de 10 minutos a 95°C para la activacion de la polimerasa, seguido de 45
ciclos para la amplificacion, en los que se mantuvo la temperatura a 95°C durante 15

segundos para disminuirla después a 60°C durante un minuto.

Para el calculo de la expresion relativa, se utilizé el método 2-22°T, que permite comparar
el CT del miARN problema con el CT del miARN de referencia. En nuestro estudio, se

utilizd el RNU48 como miARN de referencia, mediante la ecuacion 222CT donde:

AACT = (CT miRNA interés — CT miRNA de referencia) muestra interés

— (CT medio miRNA interés — CT medio miRNA referencia) muestra referencia

3.4 Analisis de rutas reguladas por miARN

Se realiz6 un enfoque computacional para la prediccion de las dianas de los miARN de
interés, que ayudo a reducir los posibles candidatos. Para ello, se utilizé el software
DIANA-micro T-CDS, al que se accedi6 desde el servidor web DIANA v5.0
(Paraskevopoulou et al., 2013). Esta herramienta nos muestra si la diana detectada ha
sido predicha por las bases de datos miRanda, TargetScan y si se ha validado
experimentalmente en TarBase v7.0. Ademas, se utilizé el paquete de analisis en linea
funcional DIANA-miRPath v3.0, para la identificacién de los miARN que controlan rutas
moleculares significativas anotadas en la Enciclopedia de Genes y Genomas Kyoto
(KEGG), empleando como  parametros  predeterminados: interacciones
experimentalmente compatibles con DIANA TarBase v7.0, un umbral de p-valor de
0.001 y un umbral microT de 0.8. El software TargetScan se utiliz6 para la prediccién de
las dianas para los 4 miARN. Para reducir el nimero de falsos positivos, se aplicé una
correccion de la tasa de falso descubrimiento (TFD) de 5% a las rutas KEGG
seleccionadas. El algoritmo que se utilizé en este analisis fue una prueba exacta de

Fisher de una cola con un p-valor de 0.01 (Vlachos et al., 2015).
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3.5 Analisis por RT-gPCR del ARNm

En el andlisis por RT-gPCR del ARNm se sigui6 el mismo fundamento que el descrito
en el apartado de analisis por RT-gPCR de los miARN. Las diferencias en entre ambos
procedimientos se encuentra durante el proceso de la RT-PCR, debido a que en la RT-
PCR de miARN se utilizan cebadores especificos y en la del ARNm los cebadores

hibridan de forma aleatoria con todo el genoma.

Para ello, se utiliz6 una placa de 96 pocillos y se afiadieron 10uL de la muestra
correspondiente de ARNm (200ng de muestra de ARN, completando hasta los 10puL con
agua libre de ARNasas) y 10uL de Master Mix de RT-PCR (10x RT buffer (2uL), 25x
dNTP Mix 100mM (2uL), 10x cebadores aleatorios (0.8uL), Multiscribe Reverse
Transcriptase (1uL) y agua libre de nucleasas (4.2uL); 4368814, High-Capacity cADN
Reverse Transcription Kit, ThermoFisher Scientific, Walhtam, MA, EE.UU.), obteniendo
un volumen total de 20uL en cada uno de los pocillos de la placa de 96. La RT-PCR se
realizé en el termociclador 2720 Applied Biosystems (ThermoFisher Scientific, Walhtam,
MA, EE. UU.), con las siguientes condiciones: un primer periodo de incubacion a 25°C
durante 10 minutos, que permite la union de los cebadores aleatorios, seguido de un
periodo de 120 minutos a 37°C que permite la sintesis del ADNc y un ultimo periodo de

inactivacion de 5 minutos a 95°C.

Para la realizacion de la RT-qPCR, se utiliz6 una reaccion escalada con un volumen
total de 10 pL por pocillo en una placa de 384 pocillos. Para ello, se utilizé 1uL del ADNc
obtenido previamente, 5uL de TagMan Universal Master Mix (4304437, ThermoFisher
Scientific, Walhtam, MA, EE.UU.) , 3.5uL de agua libre de ARNasas y 1uL de TagMan
Gene Expression Assays especifico para cada gen de interés (FBX32
(Hs01041408 _m1), GPX4 (Hs00989766_gl), ACSL4 (Hs00244871_ml), GSS
(Hs00609286_m1), GCLC (Hs00155249 m1l), GCLM (Hs00978072_m1), GAPDH
(Hs02786624 _g1); ThermoFisher Scientific, Walhtam, MA, EE. UU.). Se realizaron
triplicados de cada muestra para cada uno de los genes de interés y se cuantificé en el
termociclador QuantStudio 5 (ThermoFisher Scientific, Walhtam, MA, EE. UU.). El
protocolo de amplificacion fue el siguiente: un primer paso de 10 minutos a 95°C para la
activacion de la polimerasa, seguido de 40 ciclos para la amplificacion, en los que se
mantuvo la temperatura a 95°C durante 15 segundos para disminuirla después a 60°C

durante un minuto.
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Para el célculo de la expresion relativa, se utilizé el método 224€T, que permite comparar
el CT del gene problema con el CT del gene de referencia. En nuestro estudio, se utilizd

el GAPDH como gen de referencia, mediante la ecuacion 22T dénde:

AACT = (CT gen interés — CT gen referencia) muestra interés

— (CT medio gen interés — CT medio gen referencia) muestra control

3.6 Extraccion de proteinas

La obtencién de los extractos se realizé con el objetivo de obtener las proteinas totales.
Para la extraccion de las proteinas se lisaron aproximadamente 1.5-10° células. Para
ello, se elimindé el medio de cultivo que contenian los frascos con las células, se
realizaron dos lavados con 5mL de PBS y se afadié 3mL de tripsina. Se dejaron incubar
durante 5 minutos a 37°C, pasado esté tiempo se afiadi6 5mL de DMEM/F-12
suplementado, para inhibir la accion de la tripsina. Se recogié el contenido de cada
frasco en tubos y se centrifugaron durante 5 a 1.500rpm a 25°C, después se elimino el
sobrenadante y el precipitado se resuspendié en 5mL DE PBS y se volvio a centrifugar
con las mismas condiciones descritas anteriormente. Al finalizar la centrifugacion, se
elimino el sobrenadante y se afiadieron150uL de tampédn de lisis total (Hepes pH 7.4,
20mM; Triton X-100 1%; NaCl 100mM; NaF 50mM; B-glicerofosfato 10mM; 10uL/mL
Ortovanadato de sodio activado 1mM; fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1mM;
Inhibidor de proteasas 2uL/mL), y se dejaron incubar durante 15 minutos a 4°C. Pasado
este tiempo, las muestras se agitaron durante 30 segundos y se centrifugaron a 13.000g
durante 10 minutos a 4°C. Una vez centrifugado, se recogio el sobrenadante en un tubo

nuevo y se guardé en el congelador a -20°C, para su posterior uso.

3.7 Cuantificacion de las proteinas por el método Bradford

La concentracién de las proteinas de cada una de las muestras se determin6 mediante
el método colorimétrico denominado método de Bradford. Para la cuantificacion se
utilizé una placa de 96 pocillos, en cada pocillo se afiadié 199uL de reactivo de Bradford
diluido (1:5) con agua MiliQ, 1uL de cada una de las muestras de interés o 1uL de una
serie de muestras de concentracion conocida (0, 0.25, 0.5, 1 y 2 mg/mL) de suero bovino
fetal (SBF), para obtener la recta patron. La placa con los compuestos se dej6 incubar

durante 5 minutos en la oscuridad, y seguidamente se procedié a su lectura en el
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espectrofotometro SpectraMax® Plus 384 Microplate Reader (Molecular Devices, San
José, CA, EE. UU.) a una longitud de onda de 595nm.

A partir de los valores de absorbancia de las muestras de concentracion conocida, se
generd una recta patron relacionando absorbancia y concentracion. Los valores de
concentracion de las muestras problemas, se determinaron a partir de la ecuacién de

dicha recta.

3.8 Analisis de la expresion de proteinas por Western-Blot

La deteccion especifica de las proteinas presentes en los extractos obtenidos se realizé
mediante la técnica Western-Blot. Esta técnica permite la identificacion de proteinas
especificas, mediante la unién antigeno-anticuerpo, en extractos proteicos complejos

procedentes de células, tejidos o fluidos bioldgicos.

Para la deteccion de las proteinas de interés, se requiere la separacion de estas
previamente segin su peso molecular mediante una electroforesis en gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes con dodecil sulfato sédico (SDS-
PAGE). Cada una de las muestras se prepard ajustando las cantidades de muestra y
agua bidestilada, para ajustar la cantidad de muestra a 15ug en 20uL de volumen.
Ademas, se afiadié 5uL de tampén de carga (Tris 40mM, EDTA, azul de bromofenol
0,01%, sacarosa 40%, SDS 4%, B-mercaptoetanol 10%) a cada una de las muestras,
obteniendo un volumen final de 25uL. Tras su preparacion, se calentaron las muestras
5 minutos a 95°C, para desnaturalizar las proteinas, y se procedié a la carga de las
muestras de proteina en el gel de poliacrilamida al 12,5% (agua MiliQ 3,23mL, mix de
acrilamida 2,52 mL, Tris 1.5M pH 8.8 2,08mL, SDS 10% 0,1mL, APS 10% 160uL y
TEMED 9,6uL) dentro de una cubeta de electroforesis horizontal (BIORAD
MiniPROTEAN Tetra cell, Hercules, CA, EE. UU.) con tampén tris-glicina SDS (1610772,
BIORAD, Hercules, CA, EE. UU.), dejandose correr a un voltaje de 80V hasta que la
muestra consigue entrar en los pocillos y después a un voltaje constante de 120V

durante aproximadamente 2 horas.

Transcurrida la electroforesis, se procedi6 a realizar la transferencia de las proteinas del
gel de acrilamida a una membrana de nitrocelulosa (10600002, GE Healthcare Life
Sciences, Chicago, IL, EE. UU.) para llevar acabo alli la deteccion especifica con

anticuerpos. Para ello, se utilizé el tampén de transferencia 1x Tris/Glicina con metanol
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al 20% (1610771, BIORAD, Hercules, CA, EE. UU.) y un voltaje constante de 120V

durante 1 hora a 4°C.

Tras la transferencia, el gel fue separado cuidadosamente de la membrana y dejé tefiir
con soluciéon azul de Coomassie (Coomassie R-250 1.25g (42660, Merck Milipore,
Burlington, MA, EE. UU.), etanol absoluto 250mL, acido acético 50mL y agua bidestilada
1200mL), para posteriormente destefiirlo mediante lavados con agua. Por otro lado, la
membrana se sumergié en la solucién de bloqueo (SBF 5% en TBS-Tween (Tris 20mM,
NaCl 137mM, pH 7.6, Tween 0.1%)) durante una hora a temperatura ambiente. El
blogueo impide la unién inespecifica de los anticuerpos a la membrana para poder

detectar asi Unicamente las proteinas de interés.

Una vez transcurrido el tiempo del bloqueo, se procedio a la deteccién de las proteinas
mediante el uso de anticuerpos primarios contra FBX032 (1:1000; ab168372, Abcam,
Cambridge, Reino Unido), GPX4 (1:1000; ab125066, Abcam, Cambridge, Reino Unido),
ACSL4 (1:1000; ab155282, Abcam, Cambridge, Reino Unido) y B-Actina (1:10000;
A1978, Sigma-Aldrich, St. Louis, EE. UU.), esta Ultima se utilizé como control de carga.
Los anticuerpos se diluyeron en TBS-Tween 0.1% con SBF al 1%, y se dejaron

incubando durante toda la noche a una temperatura de 4°C en agitacion suave.

Al dia siguiente se lavaron las membranas tres veces en TBS-Tween 0.1% con SBF al
1%, para eliminar el exceso de anticuerpo no unido a la membrana. Tras los lavados,
se incub6 la membrana durante una hora en agitacion suave con los anticuerpos
secundarios contra Ig de raton (1:7500; GENA931-100UL, Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.
UU.) o Ig de conejo (1:10000; #7074, Cell Signaling Technology, Danvers,

Massachusetts, EE. UU.), ambos conjugados con la enzima peroxidasa de rabano.

Tras la segunda incubacién, se realizaron tres lavados con TBS-Tween 0.1% y se
procedi6 a la deteccién quimioluminiscente. Para ello, las membranas se incubaron en
la oscuridad con 1mL de la mezcla 1:1 de los reactivos del kit de revelado (ECLTM
Western Blotting Detection Reagents, Amersham GE HealthcareBio-Science AB,
Uppsala, Suecia) y tras 1 minuto de incubacion se detecto la sefial quimioluminiscente

utilizando el escaner densitométrico (LAS-4000, General Electrics).
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3.9 Analisis de la densitometria

Las imagenes obtenidas de la luminiscencia que contenian la expresion de las proteinas
de interés fueron analizadas con el software de andlisis de imagenes Image J
(Schneider, Rasband y Eliceiri, 2012). La intensidad relativa de las bandas se obtuvo
utilizando la herramienta del rectdngulo para permitia definir el &rea de las bandas. Las
secciones rectangulares que contenian las regiones de interés se definieron como la
minima &rea que incluye las bandas de interés en un rectangulo. Las regiones de interés
se analizaron mediante la opcién Gels en el menu Analyze del software Image J,
obteniéndose un histograma para cada rectangulo. Los picos observados en el
histograma, para cada rectangulo, corresponden a cada banda que encierra el
rectangulo. Cada pico contenia un valor de area que se corresponde con el nUmero de
pixeles y la intensidad, éste se midi6 con la herramienta Wand del Image J. Estos datos
sobre areas se usaron para detectar diferencias entre intensidades y, en resultado, con
la cantidad de proteina.

3.10 Determinacion del cociente glutation oxidado (GSSG)/ glutation
reducido (GSH)

Los niveles de GSSG/GSH se estudiaron empleando el kit The DetectX Glutathione kit
(Arbor Assays, Ann Arbor, MI, EE.UU.), que permite la del glutation mediante
fluorescencia. Para ello, se cultivaron las células en placas de 6 pocillos hasta que
tuvieron una confluencia del 80%, mediante el procedimiento descrito anteriormente.
Las placas con las células se pusieron las placas sobre hielo (4°C), y se realizaron dos
lavados con 1mL de PBS frio. Seguidamente, se afiadieron 120uL de &cido 5-
sulfosalicilico frio al 5% por pocillo, se rasparon con un raspador lo que permitio la
ruptura mecanica de las células y la agregacion de las proteinas. Las muestras se
recogieron en su correspondiente tubo, dejandose incubar a 4°C durante 10 minutos y
agitando las muestras cada 3 minutos, pasado el tiempo se centrifugaron durante 10
minutos a 14000 rpm y una temperatura de 4°C. Tras la centrifugacion, el sobrenadante
gue contenia el GSHy el GSSG se trasvaso6 a un tubo nuevo, registrando los volimenes
recogidos, y los sedimentos, que contenian las proteinas, se guardaron para cuantificar
posteriormente. El sobrenadante se diluyé 1:5 con Assay Buffer, afiadimos 4 veces el

volumen del sobrenadante. A continuacion, se preparé una placa de 96 pocillos y
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afadieron 50uL de las muestras diluidas, estandares y controles (C+: 5uL de Oxidized
Glutathione Control + 245uL Sample Diluent) respectivamente en los pocillos de la
placa. Afadimos 25uL de ThioStar Reagent a cada pocillo y agitamos la placa para
mezclar los compuestos, dejamos incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Pasado el tiempo de incubacién, se procedié a la lectura en el espectrofluorimetro
Spectra Max GEMINI XPS (Molecular Devices, San Jose, CA, EE. UU.), con una
excitacion de 370-410nm, y una emisién de 510nm, para determinar los niveles de GSH

libre.

Una vez leido el GSH libre, se afiadieron 25uL del Reaction Mixture a cada uno de los
pocillos (Reaction Mixture: NADPH Concentrate 150uL + Glut Red Conc 150uL + Assay
Buffer 1200uL). Agitamos la placa para mezclar los compuestos y dejamos incubar a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Pasado el tiempo, se leyd de nuevo en el
espectrofluorimetro Spectra Max GEMINI XPS (Molecular Devices, San Jose, EE. UU.)
con una excitacién de 370-491nm y una emision de 510nm, para determinar el nivel de
GSH total. Por dltimo, a partir de la recta patron generado con los estandares, se

obtuvieron los resultados de los niveles de GSH total y GSH libre.

La cantidad de GSSG, 1 mol de GSSG esta formado por 2 moles de GSH, se determina

mediante la siguiente férmula:

GSH libre — GSH total
2

GSSG =

Para la obtencion del ratio GSSG/GSH, se dividieron los valores correspondientes a
ambas medidas, y se multiplicaron por 100.

3.11 Analisis estadisticos

En el analisis estadistico de los resultados, se tomé la media aritmética como medida
de la tendencia principal y la desviacién estandar (DE) se tomé como medida de la
dispersién. Al tratarse de muestras independientes, y no presentar normalidad (no
paramétrico) debido a que la n es muy baja, se aplicé la prueba de Kruskal-Wallis
("Kruskal-Wallis Test", 2008), que permitia la comparacion entre los diferentes grupos.
El tamafio de la muestra utilizado en cada subgrupo para la determinacion analitica fue
de n=3, se asumieron diferencias estadisticas cuando el p-valor de la prueba de

comparacion adecuado estaba por debajo de 0.05.
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4. Resultados

4.1 Lareduccion de los niveles de FXN produce cambios en el perfil
de expresion de los miARN

En los resultados obtenidos de los andlisis de secuenciacion de ARN pequefios
realizados previamente por el grupo de investigacion, identificaron un perfil de expresién
diferencial de miARN entre los modelos celulares con déficit de frataxina (pLKO-FXN)
respecto al modelo control. Para identificar la relevancia de estos miARN, como
potenciales contribuidores en los mecanismos de la fisiopatologia de la FRDA, se
realizaron analisis de validacién de los miARN por RT-gPCR en los modelos celulares
deficientes en frataxina. De acuerdo con los resultados de secuenciacion de los miARN,
se observaron diferencias significativas en los niveles de expresién de los micros miR-
15a-3p, miR-10b-5p, miR-106b-3p, mMIiR-106b-5p y mIiR-409-3p. Los resultados
obtenidos en la validacién, mediante RT-gPCR, mostraron que los miARN miR-15a-3p,
mMiR-106b-5p y miR-106b-3p tenian niveles de expresion reducidos en los modelos
celulares deficientes en frataxina (pLKO-FXN) respecto al grupo control (Figura 7a, 7b
y 7c, respectivamente). Por otro lado, se observé que los niveles de expresién de miR-
10b-5p eran superiores en el grupo pLKO-FXN respecto al grupo control (Figura 7d).
Finalmente, el miR-409-3p no mostrd diferencias en la expresion en el modelo pLKO-
FXN respecto al grupo control (Figura 7e). Estos resultados evidencian que la
disminucioén en los niveles de frataxina, produce una alteracion en los perfiles de los

MIARN de los modelos celulares de pLKO-FXN.

31



Evaluacion de los miARN como marcadores de ferroptosis en modelo celular de Ataxia de Friedreich

1.5

Expresion realtiva de miR-15a-3p (u.a)
Expresion relativa de miR-106b-5p (u.a)

c) d)

1.0 ) T .

0.5+

0.0-

Expresion relativa de miR-106b-3p (u.a)
Expresion relativa de miR-10b-5p (u.a)

Expresion relativa de miR-409-3p (u.a)

Figura 7. Validacion de los niveles de expresion relativa de los miARN obtenidos en el andlisis de
secuenciacion de los ARN pequefios. Representacion grafica de los a) niveles de expresion relativa del
miR-15a-3p; b) niveles de expresion relativa del miR-10b-5p; c) niveles de expresion relativa del miR-106b-
3p; d) niveles de expresion relativa del miR-106b-5p; y e) niveles de expresion relativa del miR-409-3p. La
expresion se comparo respecto al control endégeno RNU48, en las células SH-SY5Y control (n=3), pLKO
control (n=3), y las lineas celulares deficientes en frataxina pLKO-FXN (pLKO-138.1 n= 3 y 138.2 n=3).
Resultados obtenidos por RT-gPCR y calculados mediante el método del 222¢t, Todos los resultados se
muestran en unidades arbitrarias (u.a) y se representaron como la mediatDE. * Indica p-valor<0.05 y **
indica p-valor<0.01 respecto al grupo control.
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4.2 El perfil de los miARN obtenidos tiene como diana las rutas del
metabolismo de FoxO, de los acidos grasos y del estrés oxidativo

En el estudio de las posibles dianas reguladas por los miARN validados anteriormente
se utilizo el software DIANA-micro T-CDS, al que se accedié desde el servidor web
DIANA v5.0. Concretamente se empled el paquete de andlisis en linea funcional DIANA-
miRPath v3.0. Mediante dicho software se identificaron diferentes rutas moleculares
(Tabla 1) y procesos bioldgicos (Tabla 2), regulados por los miARN validados mediante

RT-gPCR y con relacion fisiolégica en la ataxia de Friedreich.

Tabla 1. Rutas moleculares KEGG obtenidas que son reguladas por los miARN validados en los modelos
celulares deficientes en frataxina.

Ruta KEGG Cédigo KEGG  p-valor
Biosinteis de acidos grasos | hsa00061 1.06201805701e-12
Via de sefializacion TGF-B | hsa04350 1.52576694359e-05
Procesado de proteinas en reticulo endoplasmico | hsa04141 8.38986831555e-05
Via de sefializacion de la neutrofina | hsa04722 0.000505811389514
Via de sefializacion Hippo | hsa04390 0.000532393165824
Via de sefializacion AMPK | hsa04152 0.000589811006189
Via de sefializacion FoxO | hsa04068 0.000681448691788
Via de sefializacion p53 | hsa04115 0.00209277360571
Via de sefializacion de la insulina | hsa04910 0.00795938562102
Via de sefializacion mTOR | hsa04150 0.0255301269662
Via de sefializacion MAPK | hsa04010 0.0380572038367
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Tabla 2. Procesos biologicos GO obtenidos que son regulados por los miARN validados en los modelos
celulares deficientes en frataxina.

Categoriade GO Cdédigo GO p-valor
Respuesta al estrés oxidativo | 0006950 2.87573570272e-26
Procesos metabdlicos de pequefias moléculas | 0044281 2.80462032169e-22
Via de sefializacion del receptor de neurotrofina | 0048011 3.56585787671e-22

(TRK)

Muerte celular | 0008219 3.04792541427e-19
Via de sefializacion del receptor de la insulina | 0008286 2.94546116096e-08
Regulacion positiva de la insercién de proteinas en | 1900740 2.84914564481e-07

la membrana mitocondrial implicada en la via de

sefializacion apoptotica

En este analisis, se identific6 que el miR-106b-3p regula a la fosfatidilinositol-3,4,5-
trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN), implicada en la via de la proteina quinasa B (AKT). Esta
a su vez inactiva al factor de transcripcibn FOXO3A, el cual se observé que estaba
regulado por el miR-10b-5p. Estas proteinas intervienen en la ruta de sefalizacién FoxO
y la ruta de sefializacion de la insulina (Tablas 1y 2, respectivamente). Ademas, se ha
observado que FOXO3A esta implicada en la regulacién de la expresion de la Atrogina-
1, codificada por el gen FBX0O32 (Sandri et al., 2004), asociada con la muerte neuronal

y la atrofia muscular caracteristica de la FRDA (Figura 8).

Por otro lado, se encontré que miR-106b-5p regula al miembro 4 de la familia de acil-
CoA sintetasa de cadena larga (ACSL4) y, por tanto, interviene en la ruta molecular del
metabolismo de los acidos grasos, identificada en los resultados de rutas KEGG (Tabla
1). La Glutation Peroxidasa 4 (GPX4) es regulada por el miR-15a-3p, por lo que este
podria estar implicado en la regulaciéon de la via molecular de respuesta al estrés
oxidativo, identificada en los resultados de las categorias GO (Tabla 2). Ademas, tanto
la ACSL4 como GPX4 se han observado implicadas en el proceso de muerte celular

programada conocido como ferroptosis (Seiler et al., 2008; Doll et al., 2017) (Figura 8).
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Figura 8. Representacion gréfica de los diferentes genes diana y de las rutas reguladas por los

miARN obtenidos con expresion diferencial. El gen diana PTEN se ve regulado por miR-106b-3p; el gen
FOXO3 se ve regulado por miR-10b-5p; el gen ACSL4 se ve regulado por miR-106b-5p; y el gen GPX4 se
ve regulado por miR-15a-3p. Estos genes regulados por los miARN, se encuentran implicados en las vias
moleculares como la ruta de sefializaciéon FOXO, la ruta molecular del metabolismo de los acidos grasos y
la via molecular de respuesta al estrés oxidativo, respectivamente. Las dianas genicas y las rutas
moleculares han sido identificadas en las bases de datos KEGG y GO. Fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-
fosfatasa (PTEN), Factor de transcripcion (FOXO3), miembro 4 de la familia de acil-CoA sintetasa de
cadena larga (ACSL4), Glutation Peroxidasa 4 (GPX4).

4.3 Los niveles de Atrogina-1 se ven elevados en los modelos
deficientes en frataxina

Una de las rutas KEGG que se encontraba alterada en los modelos era la de FoxO. Por
ello, se evaluaron los niveles de FBXO32, que codifica para la proteina Atrogina-1. Se
trata de una proteina caja-F que participa como componente principal en la atrofia del
musculo esquelético. Para ello, participa en la via ubiquitina proteasoma y su expresion
se eleva significativamente en presencia de atrofia muscular (Gomes, Lecker, Jagoe,
Navon y Goldberg, 2001).
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Como se ha visto anteriormente, la expresion de la proteina atrogina-1 o FBXO32 esta
regulada por el factor de transcripcion FOXO3A, involucrado en la regulacion de vias
como la atrofia muscular o la hipertrofia. FOXO3A es una de las dianas de los miARN
validados, en concreto, del miR-10b-5p. Por lo que la desregulacién de la expresion de
dicho factor de transcripcion podria afectar de manera directa a la expresién de la
proteina atrogina-1. Ademas, FOXO3A también esta regulada a través de AKT por
medio de PTEN, y ésta es una es una de las dianas del miARN miR-106b-3p. Por ello,
se realizé un analisis de la expresion génica mediante RT-qgPCR. Los resultados
obtenidos, mostraron una mayor expresion de Atrogina-1 en los modelos celulares

deficientes en frataxina (pLKO-FXN) respecto al grupo control (Figura 9).
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Figura 9. Expresidn relativa del gen FBX0O32. Representacion grafica de los niveles del ARNm de
FBXO032 en las células SH-SY5Y control (n=3), pLKO control (n=3), y las lineas celulares deficientes en
frataxina pLKO-FXN (pLKO-138.1 n= 3 y 138.2 n=3). Resultados obtenidos por RT-gPCR y calculados
mediante el método del 2-22¢t, empleando como gen de referencia el GAPDH. Los resultados se muestran
en unidades arbitrarias (u.a) y se representaron como la mediaxDE. * Indica p-valor<0.05 y ** indica p-
valor<0.01 respecto al grupo control.

Para confirmar si los niveles de expresion génica aumentados del gen FBXO32 se
observaban también a nivel proteico, se realiz6 un andlisis por Western-Blot en los
diferentes modelos celulares. Los resultados obtenidos en la expresién proteica

mostraron un aumento significativo de la expresion de la proteina atrogina-1 respecto al
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grupo control (Figura 10a-b), lo que sugiere que ésta podria estar implicada en los

mecanismos fisiopatologicos de la FRDA.
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Figura 10. Niveles de la proteina FBXO32 mediante analisis WB. a) Imagen representativa de Western-
Blot de los niveles de la proteina Atrogina-1. b) Representacion gréafica de los niveles relativos de la proteina
Atrogina-1 obtenidos por densitometria del Western-Blot. La expresion se comparé con la proteina de
referencia $-Actina, las lineas celulares deficientes en frataxina pLKO-FXN (pLKO-138.1 n= 3y 138.2 n=3)
y el grupo control (n=3). Los resultados se muestran en unidades arbitrarias (u.a) y se representaron como
la media+DE. * Indica p-valor<0.05 respecto al grupo control.

4.4 La proteina Glutatién peroxidasa 4 se encuentra alterada en los
modelos deficientes de frataxina

Con la finalidad de evaluar los niveles de expresion de los genes de las proteinas diana
de los miARN validados implicadas en las rutas de ferroptosis de la FRDA, se
determinaron también los niveles de expresion génica relativa mediante RT-gPCR.
Recordemos que el miR-106b-5p regula al gen ACSL4 y el miR-15a-3p regula al gen

GPX4. Los resultados obtenidos, mostraron un aumento significativo de la expresion del
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gen ACSL4 (Figura 11a) y del gen GPX4 (Figura 11b) en las lineas deficientes de
frataxina, respecto al grupo control. Indicando que las vias reguladas por las proteinas

codificadas por dichos genes podrian estar alteradas.
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Figura 11. Niveles de expresion relativa de los genes diana de los diferentes miARN. Representacion
grafica de los niveles de expresion génica de a) Miembro 4 de la familia de acil-CoA de cadena larga
(ACSL4); y b) Glutatién Peroxidasa 4 (GPX4); en las células control (n=3) y las lineas celulares deficientes
en frataxina pLKO-FXN (pLKO-138.1 n= 3 y 138.2 n=3). Resultados obtenidos por RT-qPCR y calculados
mediante el método del 222Ct empleando como gen de referencia el GAPDH. Todos los resultados se
muestran en unidades arbitrarias (u.a) y se representaron como la mediatDE. * Indica p-valor<0.05 y **
indica p-valor<0.01 respecto al grupo control.

Para evaluar si los niveles de expresion génica se correspondian con los niveles de
proteina, se realizd un analisis de expresion proteica por Western-Blot en los modelos
celulares deficientes en frataxina. En los resultados obtenidos, la proteina ACSL4 no
mostro diferencias significativas respecto al grupo control (Figuras 12ay 12c). Por otro
lado, se observo un aumento significativo de la expresion de la proteina GPX4 en los
modelos deficientes en frataxina respecto al grupo control, correlacionando con los
resultados obtenidos en la expresion génica (Figuras 12b y 12d). Estos resultados
manifiestan el papel de la GPX4 en la FRDA, y mas especificamente en la ruta de muerte
celular a través de la ferroptosis, ya que es una de las proteinas mas importantes

involucradas en esta ruta.
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Figura 12. Niveles de las proteinas ACSL4 y GPX4 mediante analisis WB. a) Imagen representativa de
Western-Blot de los niveles de la proteina ACSL4 y Actina (proteina de referencia) en las lineas celulares
deficientes en frataxina pLKO-FXN (pLKO-138.1 n= 3 y 138.2 n=3) y el grupo control (n=3); b) Imagen
representativa de Western-Blot de los niveles de la proteina GPX4 y Actina en las lineas celulares
deficientes en frataxina pLKO-FXN (pLKO-138.1 n= 3 y 138.2 n=3) y el grupo control (n=3); ¢)
Representacion grafica de la densitometria de las imagenes de WB de ACSL4; y d) Representacion grafica
de la densitometria de las imagenes de WB de GPX4 para las lineas celulares deficientes en frataxina
pLKO-FXN (pLKO-138.1 n= 3y 138.2 n=3) respecto al grupo control. Todos los resultados se muestran en
unidades arbitrarias (u.a) y se representaron como la mediatDE. **** Indica p-valor<0.0001 respecto al

grupo control.

4.5 Los modelos deficientes en frataxina presentan mayores niveles
de glutation oxidado

Uno de los procesos biolégicos que se observé alterado por los miARN fue el estrés
oxidativo. Por tanto, era de interés observar el papel de los agentes antioxidantes
celulares. El principal agente antioxidante celular, ademas de haberse observado
involucrado en la FRDA, es el glutation (GSH). En la sintesis biol6gica del glutatién

intervienen dos enzimas fundamentales la Glutamato-Cisteina Ligasa (GCL), constituida
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por dos subunidades la catalitica (GCLC) y la modificadora (GCLM), y la Glutation
Sintasa (GSS) (Franklin et al., 2009). Por ello, se analizaron los niveles de expresion
relativa de los genes codificantes para dichas enzimas. Los resultados obtenidos por
RT-gPCR, no mostraron diferencias significativas en los niveles de expresion respecto

al grupo control en ninguno de ellos (Figuras 13a, 13b y 13c).
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Figura 13. Niveles de expresidn relativa de los genes diana de los miARN, implicados en la sintesis
del GSH. Representacion grafica de los niveles de expresion génica de a) Subunidad catalitica Glutamato-
Cisteina ligasa (GCLC); b) Subunidad modificadora Glutamato-Cisteina ligasa (GCLM); y ¢) Glutation
Sintetasa (GSS); en las células control (n=3) y las lineas celulares deficientes en frataxina pLKO-FXN
(pLKO-138.1 n= 3y 138.2 n=3). Resultados obtenidos por RT-gPCR y calculados mediante el método del
2-48Ct empleando como gen de referencia el GAPDH. Todos los resultados se muestran en unidades

arbitrarias (u.a) y se representaron como la media+DE.

El GSH es capaz de reducir los niveles de H.O cuando la GPX lo utiliza como agente
reductor para generar H>O. El GSH reducido reacciona con otra molécula de GSH
generando la forma oxidada GSSG. La reduccién de GSSG a GSH se realiza mediante
la glutation reductasa, que obtiene los electrones del NADPH generando una molécula
de NADP+. Ademas, la glutation S-transferasa cataliza la adicién nucleofilica de GSH a
los electrdfilos. Por tanto, la relacion GSSG/GSH se considera un buen parametro para

medir el desequilibrio del estrés oxidativo.

Para el estudio de los niveles del GSH, se empleé el kit “The DetectX Glutathione kit”
para analizar el perfil de estrés oxidativo de los cultivos celulares. En los resultados
obtenidos el ratio de GSSG/GSH aparece aumentado de manera significativa en las
lineas celulares deficientes en frataxina (pLKO-138.1 y pLKO-138.2) respecto al grupo

control (Figura 14a). Otro pardmetro evaluado fue la cantidad de proteina de GSH total,
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aungue no se observaron diferencias significativas en las lineas celulares deficientes en
frataxina (pLKO-138.1 y pLKO-138.2), respecto al grupo control (Figura 14b). Estos
valores de GSH total, correlacionan con los obtenidos en la expresion génica de las
enzimas de sintesis del GSH donde tampoco se observé un aumento en la expresion
(Figura 13). Los resultados obtenidos en el ratio GSSG/GSH evidencian que hay una
mayor oxidacién del GSH en dichos modelos celulares e indican la presencia de estrés
oxidativo. Ademas, este estrés oxidativo es unos de los componentes claves en el

proceso de muerte por ferroptosis.
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Figura 14. Niveles de GSH. a) Representacion grafica del ratio entre el glutation oxidado (GSSG) vy el
reducido (GSH) expresado en porcentaje (%) en las células control (n=3) y las lineas celulares deficientes
en frataxina pLKO-FXN (pLKO-138.1 n= 3 y 138.2 n=3). b) Representacion gréfica de la cantidad total de
proteina GSH expresada en unidades de concentracion (UM/mg) en las células control (n=3) y las lineas
celulares deficientes en frataxina pLKO-FXN (pLKO-138.1 n=3y 138.2 n=3). Los resultados se representan

como mediazDE. *** Indica p-valor<0.001 respecto al grupo control.
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5. Discusion

La ataxia de Friedreich es una enfermedad neurodegenerativa rara autosémica recesiva
que afecta principalmente al sistema nervioso central y periférico. Ademas, presenta
enfermedades concomitantes como son problemas en el esqueleto, el corazén o el
sistema endocrino (Bidichandani y Delatycki, 1998). Uno de los principales problemas
que presenta la FRDA es su alta heterogeneidad fenotipica. Se ha observado que
pacientes con el mismo numero de repeticiones del triplete de nucle6tidos presentan
diferentes rasgos fenotipicos, incluso gemelos con las mismas mutaciones, no tienen la
misma afeccion. Otro problema que presenta la FRDA es la ausencia de marcadores de
pronostico y seguimiento de ensayos clinicos fiables. Por ello, es mas que evidente la
necesidad de investigacion en este campo.

El papel de los miARN ha cobrado cada vez un mayor interés en el area de las
enfermedades neuromusculares (Alexander y Kunkel, 2015) y cardiovasculares (van
Rooij y Olson, 2012). Estudios previos en nuestro laboratorio, identificaron al miR-323-
3p como biomarcador de la cardiomiopatia hipertréfica e indicador de la variabilidad
fenotipica de pacientes con la FRDA (Seco-Cervera et al., 2017). Ademas, como se ha
comentado previamente, la genética no esta relaciona con los rasgos fenotipicos por lo
gue el estudio de la epigenética a través de los miARN puede ayudar a comprender
mejor la fisiopatologia de la FRDA. Por ello, resulta interesante identificar biomarcadores

gue puedan relacionar los rasgos fenotipicos y servir como prondéstico de la FRDA.

Ademas, resulta especialmente interesante la realizacion de estudios de expresion
diferencial de miARN, que se puedan relacionar con el nuevo tipo muerte celular
observada en las neuronas (Chen, Hambright, Na y Ran, 2015), conocida como
ferroptosis. Sobretodo porque se ha observado en fibroblastos humanos, con
silenciamiento del gen FXN, que mediante el empleo de inhibidores de ferroptosis como
el SRS11-92, se producia una disminucion de la muerte celular (Grazia Cotticelli et al.,
2019). Esta busqueda de miARN y su posible relacion con rutas moleculares en la
FRDA, podria ayudar a la identificacibon de nuevos biomarcadores para esta

enfermedad.

Con estos precedentes, nuestro grupo de investigacion decidié estudiar posibles perfiles
de miARN que podrian estar alterados en modelos celulares de SH-SY5Y. La linea

celular SH-SY5Y, es un excelente modelo para la ataxia de Friedreich, debido a que
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tiene el mismo origen de desarrollo en la cresta neural de las células de neuroblastoma
y los ganglios de la raiz dorsal afectados en pacientes con FRDA. Dentro de estos
modelos celulares, se utilizaron la linea control SH-SY5Y, la linea pKLO gque contenian
el vector de transfeccion sin el ARN de interferencia, y las lineas pLKO.1-FXN-138.1y
pLKO.1-FXN-138.2 que contenian el vector de transfeccién con el ARN de interferencia
para silenciar la proteina frataxina. Estas Ultimas presentaban una reduccion del 82% y

68% de los niveles de proteina, respectivamente.

Previamente a este trabajo, se realizd un analisis de secuenciacion de ARN pequefios
por el grupo de investigacion, que identifico un perfil de expresion diferencial de miARN
entre los modelos celulares deficientes en frataxina (pLKO-FXN) y el modelo control (SH
y pLKO). Concretamente se identificaron los miR-15a-3p, miR-106b-5p, miR-106b-3p,
miR-10b-5p y miR-409-3p, mediante un analisis de expresion diferencial. Para identificar
la importancia de estos miARN, y siguiendo los objetivos planteados en este trabajo, se
realizé un andlisis de validacion por RT-gPCR en los modelos celulares deficientes en
frataxina respecto a los grupos controles. Los resultados obtenidos en este analisis
mostraron que los niveles de expresion del miR-15a-3p, miR-106b-5p y miR-106b-3p
presentaban niveles de expresion reducidos en los modelos celulares deficientes en
frataxina (pLKO-FXN) respecto al grupo control (Figura 7a, 7b y 7c, respectivamente).
Por otro lado, el miR-10b-5p presentaba una mayor expresion en el grupo pLKO-FXN
respecto al grupo control (Figura 7d). EI miR-409-3p por su parte, no mostraba
diferencias significativas a pesar de haberse obtenido en el andlisis de secuenciacion
previo, lo que destaca la importancia de la validacion por RT-gPCR (Figura 7e). Estos
resultados evidencian que la reduccion en los niveles de expresion de la frataxina
produce una alteracién en los perfiles de los miARN de los modelos celulares pLKO-
FXN.

La obtencién de este perfil de expresion diferencial de miARN es importante, porque se
ha observado evidencias en la literatura cientifica de la desregulacion de estos miARN
en diversas enfermedades neurodegenerativas. Por ejemplo, el miR-10b-5p se ha
encontrado sobreexpresado en muestras de corteza prefrontal de personas con la
enfermedad de Huntington (Hoss et al., 2015) y la enfermedad de Parkinson (Hoss,
Labadorf, Beach, Latourelle y Myers, 2016), como también se ha observado en nuestros
modelos celulares deficientes en frataxina (pLKO-FXN). También se han observado
niveles reducidos del miR-106b-5p, en muestras de la corteza temporal anterior de
personas con la enfermedad de Alzheimer (Hébert et al., 2008) y en diferentes células
B de pacientes con esclerosis multiple (Sievers et al., 2012), lo que coincide con los

resultados obtenidos en el analisis de validacién por RT-gPCR. Sin embargo, se ha
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observado niveles aumentados del miR-106b-5p en las células T de los pacientes con
esclerosis multiple (Ma et al., 2014). Este hecho sugiere que el miR-106b-5p puede tener
una expresion especifica segin cada tipo de tejido y puede desempefar diferentes
funciones en cada tejido. EI miR-106b-3p, se ha encontrado subexpresado en muestras
de sangre periférica de pacientes con esclerosis lateral amiotréfica esporadica (Liguori
et al., 2018), al igual que lo observado en nuestros modelos pLKO-FXN. Por ultimo, el
miR-15a-3p que hemos encontrado alterado en los modelos de FRDA, se ha observado
desregulado en plasma sanguineo de un modelo experimental de encefalomielitis
autoinmune de esclerosis multiple (Martinez y Peplow, 2020). Al respecto, parece
interesante una mayor investigacion acerca de la funcion de estos mIARN y su
implicacion en las enfermedades neurodegenerativas, como se ha observado en la
FRDA.

En el analisis de las posibles dianas y de las posibles rutas con valor biologico afectadas,
de los miARN validados. Se observa que el miR-106b-3p es un modulador de la
expresion de la enzima PTEN, el miR-10b-5p regula al factor de transcripciéon FOXO3A,
el miR-106b-5p regula a la expresion de la proteina ACSL4 y el miR-15a-3p regula a la
proteina GPX4 (Figura 8). La enzima PTEN como el factor de transcripcion FOXO3A,
intervienen en la ruta FoxO, la cual termina con la regulacion de la proteina atrogina-1
codificada por el gen FBXO32 (Sandri et al., 2004). Por otro lado, la identificacion de las
proteinas ACSL4 y GPX4, se correlaciona de forma directa con el proceso de ferroptosis,
la cual podria estar implicada en la muerte de las neuronas de los pacientes con FRDA
(Seiler et al., 2008; Doll et al., 2017). Observandose estos resultados, se decidié analiza
los niveles de expresion génica y proteica de dichas dianas, para evidenciar si

finalmente desarrollaban un papel relevante en el transcurso de la enfermedad.

La atrofia muscular se ha descrito como una de las manifestaciones principales de la
FRDA, esta podria ser consecuencia de la degeneracion progresiva de los ganglios de
la raiz dorsal identificada en los pacientes con FRDA (Bidichandani y Delatycki, 1998).
En el andlisis de las dianas de los miARN validados, se observé una mayor expresion
del miR-10b-5p el cual tiene como diana el factor de transcripcion FOXO3a (Figura 8),
y el cual a su vez regula la expresion de la proteina atrogina-1 (Sandri et al., 2004). En
los resultados obtenidos en el analisis de expresiéon génica por RT-gPCR se observa un
aumento significativo de la expresion de atrogina-1 a nivel génico, que se confirmo
mediante el andlisis por Western-Blot de los niveles proteicos (Figuras 9 y 10,
respectivamente). Estos resultados confirman la implicacion de esta proteina en la
FRDA. La proteina atrogina-1, codificada por el gen FBXO32, es una ubiquitina ligasa

que se expresa fundamentalmente en tejido muscular, aunque se ha observado su
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expresion en otros tejidos como el cerebro. Esta interviene en procesos importantes a
nivel cerebral como la transicion epitelio-mesenquimal (Sahu et al., 2017) o en la
regulacién de la Endofilina-A encargada de mantener la salud neuronal (Murdoch et al.,
2016). Ademas, hemos observado que el miR-106b-3p, presentaba unos niveles de
expresion reducidos en los modelos deficiente en frataxina, que tiene como diana la
proteina PTEN. Esta interviene en la regulacion de la ruta AKT, por lo que podria estar
inhibiendo la accién Ultima de esta al no permitir la fosforilacion del factor de
transcripcibn FOXO3a, favoreciendo la translocacion de este al nicleo (Nho y Hergert,

2014) y aumentando la expresion de la proteina atrogina-1.

Por otro lado, atrogina-1 se ha identificado como un importante regulador de la atrofia
muscular, observandose niveles elevados de su expresion durante dicho proceso
(Gomes, Lecker, Jagoe, Navon y Goldberg, 2001). En diversos estudios, se ha
identificado la via de sefializacion de la calcineurina y factor nuclear de la via de
sefalizacién dependiente de células T activadas (NFAT), como un importante regulador
en los procesos de atrofia muscular (Hudson, Woodworth-Hobbs, Gooch y Russ Price,
2012). La calcineurina A, es una serinal/treonina fosfatasa activada por calcio que
desfosforila y activa a los miembros de la familia NFAT (Nguyen y Di Giovanni, 2008). A
su vez, la expresion de atrogina-1 disminuye los niveles de calcineurina A 'y promueve
su ubiquitinacién. Ademas, la atrogina-1 atenuda la actividad de la calcineurina y reprime
la transactivacion dependiente de la calcineurina y la translocacion de NFATc4 (Li et al.,
2004). De hecho, estudios con ratones mutantes triples NFATc2/c3/c4 demuestran que
la extension y la organizacion de la proyeccion sensorial del axén y el crecimiento del
axon comisural dependen de la actividad de NFAT (Graef et al., 2003). Lo que sustenta
el papel fundamental de atrogina-1 en el correcto desarrollo y salud neuronal, junto con

la regulacion de la atrofia muscular.

La ferroptosis, como se ha mencionado anteriormente, se trata de un nuevo tipo de
muerte celular que se ha relacionado con la acumulacion de hierro y peroxidacion de
lipidos, lo que hace que este proceso de muerte celular sea genética y bioquimicamente
distinto al de la apoptosis o las vias necroticas (Li et al., 2020). El aumento de los niveles
de lipidos peroxidados y los ERO en neuronas de pacientes con FRDA, sugiere que la

FRDA podria estar estrechamente relacionada con la ferroptosis (Codazzi et al., 2016).

Para evaluar los niveles de expresion de los genes diana de los miARN implicadas en
las rutas de ferroptosis de la FRDA, se realiz6 un andlisis por RT-gPCR. En los
resultados, se observo un aumento significativo de la expresion de la proteina GPX4 en

los modelos deficientes en frataxina (Figura 12a y 12c). Este aumento podria estar
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favorecido por la disminucion de los niveles de expresion observados en el miR-15a-3p.
La proteina GPX4 se ha relacionado de forma directa con el proceso de ferroptosis,
debido a que esta podria actuar como principal regulador en dicho proceso (Seibt,
Proneth y Conrad, 2019). Su funcién consiste en la reduccién de los hidroperéxidos
complejos, incluidos los hidroperéxidos fosfolipidicos y los hidroperdxidos de colesterol
a sus formas correspondientes, interrumpiendo asi la reaccion en cadena de la
peroxidacion lipidica. De hecho, se ha observado en un estudio que la delecion de Gpx4
en cerebro y fibroblastos de ratones, provocaba la neurodegeneracion y muerte celular
de las neuronas del hipocampo de forma no apoptética, sino mediante la acumulacién
masiva de lipidos peroxidados (Seiler et al., 2008). Ademas, en otro estudio posterior
realizado en células de ratdn, se observé que la eliminacion de Gpx4 provoca la muerte
celular, la cual puede ser suprimida por antioxidantes lipofilicos (por ejemplo, Fer-1) y
quelantes de hierro, lo que confirma aun mas que la actividad GPX4 es esencial para
prevenir la ferroptosis (Friedmann Angeli et al., 2014). Estos estudios junto con los
resultados obtenidos en este trabajo, nos conduce a pensar que podria tratarse de algin
tipo de mecanismo compensatorio, para la reduccion de los niveles de lipidos
peroxidados responsables de la muerte celular en el proceso de ferroptosis. Por lo que
seria interesante realizar en un futuro, un analisis de lipidos peroxidados y viabilidad

celular para confirmar esta hipétesis.

Como se ha mencionado anteriormente, en el analisis de validacién de los miARN se
identificé el miR-106b-5p, el cual presentaba niveles de expresién reducidos en los
modelos pLKO-FXN, implicado en la regulacion de la expresion de la proteina ACSLA4.
La proteina ACSL4, es una acil-CoA sintetasa de acidos grasos de cadena larga, que
activa los acidos grasos tanto en la sintesis de lipidos celulares como en la degradacion
de la B-oxidacion (Grevengoed, Klett y Coleman, 2014). Sin embargo, aunque el nivel
de expresiéon génica de ACLS4 fuera mayor, no correlaciond con el nivel de expresion
proteica, donde no se observaron diferencias significativas respecto al grupo control y
tampoco entre los grupos (Figuras 12b y 12d). Esto podria significar que, a pesar de
observarse una expresién aumentada a nivel génico, quizas esté involucrado algun otro
tipo de regulacion. Estudios realizados en células haploides y fibroblastos, han
identificado a la proteina ACSL4 como un factor adicional en el proceso de ferroptosis
(Dixon et al., 2015; Doll et al., 2017). A pesar de esto, se desconoce todavia su papel
exacto en el proceso de ferroptosis, y seria necesaria una mayor investigacion en el

campo de las enfermedades neurodegenerativas para elucidar esta cuestion.
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Otro parametro importante a tener en cuenta, en el desarrollo de la FRDA, es el estrés
oxidativo. Estudios iniciales demostraron que la FRDA esta asociada con el estrés
oxidativo y la acumulacion de ERO (Wong et al., 1999). Posteriormente, también se
observo la presencia de estrés oxidativo en modelos de ratones de la enfermedad (Al-
Mahdawi et al., 2006). Posiblemente se debe a que la frataxina se localiza en la matriz
mitocondrial, hay evidencias que sugieren que la deficiencia de esta proteina provoca la
acumulacion mitocondrial de hierro, la disminucion de la funcion de la cadena
respiratoria y un incremento en la sensibilidad al estrés oxidativo (Babcock et al., 1997).
En el analisis de las rutas reguladas por los miARN, se obtuvo que el proceso de
respuesta al estrés oxidativo estaba involucrado. Ademas, los niveles de expresion
relativa de la enzima GPX4, mostraron un aumento de expresion proteica. Sin embargo,
no sabemos si esta enzima puede realizar correctamente su funcion, debido a que para
detoxificar lipidos peroxidados necesita al GSH como principal cofactor (Brigelius-Flohé
y Maiorino, 2013).

El GSH es el principal agente antioxidante celular, cuyo papel se ha propuesto
recientemente en la patogénesis de algunas enfermedades neurodegenerativas (Liu,
Zhou, Ziegler, Dimitrion y Zuo, 2017). Por ello, se decidi6 investigar la ruta de biosintesis
del GSH. En ella, intervienen dos enzimas fundamentales la Glutamato-Cisteina Ligasa
(GCL), constituida por dos subunidades la catalitica (GCLC) y la modificadora (GCLM),
y la Glutatiéon Sintasa (GSS) (Franklin et al., 2009). Para observar el estado de estas
subunidades, se analizaron los niveles de expresion relativa de los genes codificantes
para dichas enzimas. En los resultados obtenidos, no se observaron diferencias
significativas en los niveles de expresién respecto al grupo control para ninguna de ellas
(Figuras 13a, 13b y 13c). Ademas, los niveles de GSH totales, medidos con el kit “The
DetectX Glutathione kit”, tampoco presentan diferencias significativas en las lineas
celulares deficientes en frataxina (pLKO-FXN) respecto al grupo control (Figura 14b).
Esto podria significar que el estrés oxidativo caracteristico de la FRDA podria deberse
a una desregulacion de los niveles de GSH total de forma que, en lugar de compensar
el incremento del estrés oxidativo, sus niveles se mantienen normales. De esta forma
no realiza de manera adecuada su funcion antioxidante. Ademas, se ha descrito en la
literatura cientifica un estudio realizado con muestras sanguineas de pacientes con
FRDA, en el cual no se observan diferencias significativas de los niveles de GSH total
en los pacientes respecto al grupo control, lo que sustentaria esta hip6tesis (Piemonte
et al., 2001).
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Para el estudio de la presencia de estrés oxidativo, se determiné el ratio GSSG/GSH.
Los resultados mostraron un aumento significativo del glutation oxidado respecto al
glutation reducido (Figura 14a). Esto se traduce en un aumento de GSSG respeto al
GSH, que no se ve compensado por una mayor produccion del mismo por parte de las
enzimas encargadas de su biosintesis. Lo que confirma la presencia de estrés oxidativo
en los modelos celulares deficientes en frataxina (pLKO-FXN). Estos resultados junto
con el incremento observado en los niveles de expresion de la enzima GPX4, indicaria
que existe un estrés oxidativo y que la GPX4 es sobreexpresada para intentar detoxificar
los lipidos oxidados. Dado que se ha demostrado, que la sobreexpresion de Gpx4 es
protectora contra el dafio oxidativo en varias lineas celulares en ratones modelo de la
enfermedad (Ran et al., 2004)

Como se ha destacado en este trabajo de investigacion, los miARN son biomoléculas
que podrian emplearse como biomarcadores para el diagnostico, pronéstico y
monitorizacién del tratamiento de la FRDA. En concreto, su uso permitiria detectar y
consolidar terapias y mejorar la calidad de vida de los pacientes con FRDA. Ademas,
permitiria reducir los costes en ensayos clinicos, mediante el disefio de tratamientos
mas personalizados y la identificacion de las diferentes vias moleculares implicadas en
la progresion de la enfermedad. En resumen, este trabajo muestra la relevancia de los
miARN en la regulacion de rutas implicadas en la fisiopatologia de la enfermedad. Asi
como proporcionar, a partir de un mejor entendimiento de las bases moleculares y
fisiologicas que subyacen a la FRDA, diversos candidatos para una posible futura
terapia, posibles biomarcadores de diagnéstico, prondstico y monitorizacién de ensayos

clinicos de estos pacientes.
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6. Conclusiones

1. La reduccién de los niveles de frataxina en el modelo celular neuronal pLKO-
FXN tiene asociada la firma de los miR-15a-3p, miR-106b-5p, miR-106b-3p vy
miR-10b-5p.

2. Las rutas reguladas por estos miARN son las rutas de FoxO, metabolismo de
acidos grasos y estrés oxidativo, que contenian dianas de estos miARN de forma
significativa.

3. La expresion de la proteina atrogina-1 esta aumentada en las lineas pLKO-FXN
respecto a los controles. Lo que podria estar indicando una activacion de la
muerte neuronal en el modelo celular de deficiencia en frataxina.

4. La expresion del miR-15a-3p se encuentra disminuida en las lineas pLKO-FXN,
produciendo un aumento en la expresion de la enzima GPX4, y por tanto podria
ser un posible biomarcador de ferroptosis en FRDA.

5. Los niveles de glutation oxidado estdn aumentados en las lineas pLKO-FXN.
Confirmando la existencia de estrés oxidativo y la posible presencia de

ferroptosis en estos modelos celulares.
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7. Limitaciones

La principal limitacion a la hora de la realizacion del presente trabajo ha sido el trabajar
con una enfermedad rara, puesto que debido a su naturaleza poco frecuente y al bajo
namero de muestras que se puede encontrar, no es facil trabajar con muestras de
pacientes. Por ello, en este trabajo se ha tenido que generar unos modelos celulares
para realizar la investigacion. Ademas, la tecnologia utilizada mediante transfeccion con
vectores es compleja y hace que el nUmero de muestras sea bajo, lo que dificulta el
analisis estadistico.

Otra limitacion muy importante en este estudio ha sido la actual pandemia del SARS-
CoV-2 en la que nos encontramos. Debido a esta pandemia, nos hemos visto forzados
a detener las practicas, y por tanto a la realizacién de experimentos accesorios a la
investigacion que habrian complementado este trabajo.
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8. Lineas futuras

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran la relevancia de los miARN
en la patogénesis de la FRDA y la desregulacion de algunas proteinas implicadas en el

nuevo tipo de muerte celular conocido como ferroptosis.

Por una parte, seria importante estudiar tanto a nivel de expresion génica como a nivel
de expresién de proteina FOXO3A. Como hemos mencionado anteriormente, esta
proteina esta implicada en la regulacion de la expresion de la proteina atrogina-1
asociada con la atrofia muscular. Por lo que seria interesante, observar si dichos niveles
se encuentran alterados y activados mediante el ratio de FOXO3A fosforilada respecto
a FOXO3A sin fosforilar.

Por otra parte, dado que el proceso final de la ferroptosis consiste en la peroxidacion de
lipidos los cuales se acumulan produciendo el efecto tdéxico que conlleva la muerte
celular. Seria interesante estudiar, tanto en este modelo celular como en otros modelos
descritos en la literatura como linfoblastos, los niveles de lipidos peroxidados. Esto
podria llevarse a cabo mediante un ensayo por citometria de flujo, evaluando la
oxidacién de los lipidos a nivel basal y mediante el empleo de un agente inductor, como
podria ser el Cumene. Estos resultados, permitirian observar si hay diferencias
significativas en los niveles de lipidos oxidados respecto a los controles o si las lineas
pLKO-FXN tienen una mayor susceptibilidad a la oxidacion lipidica respecto a los
controles (Nakashima, Ohta y Wolf, 2017).
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